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1 
1 UVOD 
 
Pneumocystis jirovecii je oportunistična gliva, ki spada v deblo Ascomycota in družino 
Pneumocystidaceae. Povzroča pnevmocistozo ali pnevmocistično pljučnico (angl. 
Pneumocystis pneumonia, PCP) pri imunsko oslabljenih bolnikih, ki imajo nizko število 
CD4+ celic T pomagalk v krvi (pod 200 celic/µl krvi). Poleg bolnikov, okuženih s HIV-om, 
povzroča pljučnice tudi pri osebah, ki se zdravijo z imunosupresivi, pri osebah po presaditvi 
organov in osebah s hematološkimi malignostmi. Z uvedbo preventivnega zdravljenja se je 
število obolelih zmanjšalo, vendar PCP še vedno ostaja ena poglavitnih okužb pri bolnikih 
z AIDS-om, a ne poteka v tako hudi in akutni obliki kot pri drugih imunokompromitiranih 
osebah. Smrtnost zaradi pnevmocistoze se pri osebah z AIDS-om giblje v 10-20 %, medtem 
ko pri drugih bolnikih v 35-55 % (Alanio in sod., 2011). Zato P. jirovecii uvrščamo med 
najpomembnejše glivne patogene pri imunsko oslabljenih bolnikih.  
 
Pneumocystis jirovecii je obvezni zunajcelični parazit, čigar življenjski cikel je vezan na 
epitelijske celice in ekstracelularni matriks v pljučih sesalcev. Zaradi tesne povezanosti z 
gostiteljem je njeno gojenje in vitro oteženo. Analiza genoma kaže, da se je gliva iz prvotne 
oblike razvijala tako, da je izgubljala gene za številne poti, ki omogočajo samostojno rast in 
razmnoževanje (Skalski in sod., 2015). Tako je danes odvisna od gostiteljevih živih celic, 
od katerih pridobiva osnovna hranila. Pnevmociste so obligatni biotrofi in imajo celično 
steno evolucijsko prilagojeno za specifično okolje, ki ga predstavlja alveolarni sistem. Na 
površini celične stene vsebuje β-glukane, glikoproteine in hitin, ki omogočajo izogibanje 
gostiteljevim obrambnim mehanizmom. Preučevanje patobiologije pneumocist onemogoča 
dejstvo, da jih ni možno gojiti v ex vivo kulturi. Vse do leta 1980 so pnevmociste uvrščali k 
praživalim zaradi specifične morfologije. Dokončno so organizem uvrstili med glive leta 
1988 s pomočjo analiz rRNA. Skupaj s sorodnima Saccharomyces cerevisiae in 
Schizosaccharomyces pombe se jih uvršča v deblo Ascomycota (Skalski in sod., 2015). 
 
Gliva se prenaša kapljično, zato je bolnišnično okolje najpogostejši kraj, kjer pride do okužb 
imunokompromitiranih bolnikov (Gianella in sod., 2010). Vsi bolniki, ne glede na resnost 
okužbe s P. jirovecii, predstavljajo rezervoar za okužbe drugih oseb. Kot zlati standard 
epidemioloških raziskav okužb s P. jirovecii se v zadnjih letih uporablja genotipizacija na 
podlagi zaporedij več lokusov ali MLST (angl. Multilocus Sequence Typing). Pri tem je 
ključnega pomena izbira ustreznih kombinacij lokusov, ki imajo zadostno diskriminatorno 
moč (Maitte in sod., 2013). 
 
Metoda MLST omogoča natančnejšo karakterizacijo patogenega mikroorganizma z analizo 
večjega števila genskih lokusov in s tem prepoznavanje razlik med posameznimi sevi. 
Najprimernejši lokusi za epidemiološke raziskave so lokus za citokrom B (CYB, angl. 
Cytochrome B), za dihidropteroat sintazo (DHPS), gen za veliko podenoto mitohondrijske 
rRNA (mt26S rRNA), regija notranjega prepisujočega se distančnika (ITS, angl. Internal 
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2 
Transcribed Spacer), gen za superoksid dismutazo (SOD) in gen za beta tubulin (β-tubulin). 
Gen za DHPS je epidemiološko uporaben tudi za raziskovanje v povezavi z dovzetnostjo P. 
jirovecii na zdravila (Matos in Esteves, 2010b).  
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bilo ugotoviti, s katerimi genotipi Pneumocystis jirovecii so bili 
okuženi bolniki s PCP, ki so se zdravili na različnih oddelkih Onkološkega inštituta 
Ljubljana in klinikah Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana v času od januarja 2012 
do decembra 2014 ter vzpostaviti genotipizacijsko metodo z zadostno diskriminatorno 
močjo, ki bi omogočila razločevanje med različnimi sekvenčnimi tipi P. jirovecii ob 
potencialnih izbruhih.  
 
Cilji naloge:  
 
Glede na pridobljene rezultate želimo pripraviti ustrezno metodo genotipizacije, ki bo 
omogočala epidemiološko spremljanje PCP predvsem ob morebitnih izbruhih v 
bolnišničnem okolju.  
 
Ugotoviti želimo, kateri genotipi P. jirovecii so se pojavljali pri bolnikih s PCP, ki so se med 
letoma 2012 in 2014 zdravili na različnih oddelkih Onkološkega inštituta Ljubljana in 
klinikah Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana.  
 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Pričakujemo, da bomo na osnovi MLST ugotovili, da so genotipi P. jirovecii pri 
bolnikih različni, saj predvidevamo, da je šlo za sporadične primere PCP in ne za 
izbruhe. 
 Pričakujemo, da bodo imeli različni izolati P. jirovecii istega bolnika identični 
genotip. 
 Predvidevamo, da bo imela uporaba petih različnih lokusov (mt26S rRNA, SOD, 
CYB, DHPS in β-tubulin), ki smo jih izbrali za genotipizacijo P. jirovecii, 
izolirane iz kužnin bolnikov s PCP, zadostno diskriminatorno moč za uspešno 
epidemiološko spremljanje okužbe. 
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2  PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZGODOVINSKI PREGLED 
 
Glivo iz rodu Pneumocystis je prvi odkril Carlos Chagas leta 1909 v pljučih podgan in 
morskih prašičkov. Uvrstil jo je med parazite in jo poimenoval Trypanosoma cruzi. 
Mikroorganizem z enako morfologijo je namreč našel tudi v pljučih bolnikov, ki so umrli za 
okužbo s tripanosomo (Morris in Norris, 2012). 
 
Antonio Carini, takratni direktor inštituta Pasteur v São Paolu v Braziliji, je leta 1910 našel 
podobne mikroorganizme v pljučih podgan, okuženih s Tripanosoma lewisi. Tkivo okuženih 
živali je poslal zakoncema Delanoë na Pasterjev inštitut v Pariz, ki sta leta 1912 organizem 
prepoznala kot novo parazitsko vrsto in jo poimenovala Pneumocystis carinii (»Pneumo« 
zaradi lokacije, kjer povzroča težave, »cystis« zaradi značilne oblike in »carinii« v čast dr. 
Antoniju Cariniu) (Morris in Norris, 2012; Aliouat-Denis in sod., 2009). 
 
Leta 1942 so na Nizozemskem ugotovili okužbo z omenjenim organizmom pri treh 
dojenčkih s pljučnico, ki sta jo parazitologa Vanek in Jirovec kasneje povezala z 
intersticijsko pljučnico pri podhranjenih dojenčkih med drugo svetovno vojno. V tem času 
je nastala tudi prva fotografija pnevmocist s svetlobnim mikroskopom. Vavra in Kucera sta 
leta 1970 na podlagi opazovanja ultrastruktur prvič omenila podobnost organizma z glivami. 
Njuno ugotovitev je leta 1994 potrdil tudi Ruffolo (Aliouat-Denis in sod., 2009). 
Mikroorganizem so uvrstili med glive na podlagi genetskih analiz šele leta 1988. Zaradi 
vrstne specifičnosti so povzročiteljico pljučnic pri ljudeh leta 1999 iz Pneumocystis carinii 
preimenovali v Pneumocystis jirovecii v čast raziskovalcu Jirovecu. Predhodno ime se še 
vedno uporablja za povzročitelje pnevmocistične pljučnice pri podganah (Morris in Norris, 
2012; Stringer in sod., 2002). 
 
Vse do leta 1980 so se okužbe ljudi s pnevmocistami pojavljale sporadično. V 80. letih se je 
začela epidemija AIDS-a in z njo pogostejše obolevanje imunokompromitiranih 
posameznikov za pnevmocistozo ali pnevmocistično pljučnico (PCP, angl. Pneumocystis 
pneumonie) (Morris in Norris, 2012). 
 
2.2  OSNOVNE ZNAČILNOSTI GLIV IZ RODU Pneumocystis 
 
Mikroorganizme iz rodu Pneumocystis so dolgo uvrščali med praživali zaradi njihovih 
morfoloških značilnosti in odpornosti na klasična zdravila proti glivam. Danes jih na osnovi 
genetskih značilnosti uvrščamo med glive, četudi se tudi od njih močno razlikujejo. 
Pnevmociste imajo tanko celično steno, le eno kopijo jedrne ribosomalne RNA in zelo malo, 
oziroma skoraj nič ergosterolov. So ene izmed prvih linij gliv, ki označujejo razcep 
bazidiomicet od askomicet. Glede na pravilno glivno klasifikacijo so njihove razvojne oblike 
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poimenovane sporangiji (cista), ki vsebujejo sporozoite oziroma endospore, in kvasna celica 
(trofozoit) (Helweg-Larsen, 2004). 
 
Taksonomsko se glive iz rodu Pneumocystis uvrščajo v deblo Ascomycota, poddeblo 
Taphrinomycotina, razred Penumocystidomycetes in red Pneumocystidales. Zanimiva 
značilnost gliv iz rodu Pneumocystis je, da so posamezne vrste zelo specifične za svoje 
gostitelje. Do danes je opisanih pet vrst iz rodu Pneumocystis: Pneumocystis carinii in P. 
wakefieldiae pri podganah, P. murina pri miših, P. oryctolagi pri zajcih ter P. jirovecii pri 
človeku. Vse imajo podoben življenjski krog, vendar se razlikujejo po velikosti (Jorgensen 
in sod., 2015). 
 
Celično steno gliv iz rodu Pneumocystis sestavljajo β-glukani, hitin in drugi ogljikovi hidrati. 
Ključna komponenta celične stene je MSG (angl. Major Surface Glycoprotein) ali 
glikoprotein A in je tudi protein, ki je najpogosteje zastopan v celični steni pnevmocist. 
Pomemben je pri vezavi na gostiteljeve celice in pri izogibanju gostiteljevim obrambnim 
mehanizmom. Genom pnevmociste vsebuje 80 genov, ki kodirajo sintezo glikoproteina A. 
Nahajajo se blizu telomer in se prepisujejo le po eden na enkrat. Na ta način lahko organizem 
preklopi med izražanjem različnih proteinov MSG in se izogiba imunskemu odzivu 
gostitelja. Druga pomembna komponenta celične stene so β-glukani. Za ustrezno 
sestavljanje gradnikov celične stene skrbijo encimi, ki se nahajajo znotraj celične membrane. 
Pri glivah so glukani sestavljeni iz verig D-glukoze, ki se med seboj veže z β-1,3 vezjo. Ob 
straneh se lahko povežejo različne druge molekule z β-1,6 vezjo. Prevladujoča komponenta 
celične stene ciste je β-1,3 glukan, a lahko vsebuje tudi β-1,6 glukane. Glukani omogočajo 
stabilnost in odpornost cist, vendar so močno imunostimulativni. Z vezavo na vzorčno 
prepoznavne receptorje ali receptorje PRR (ang. Pattern Recognition Receptors) spodbudijo 
tvorbo vnetnih citokinov s strani gostiteljeve celice. Močan imunski odziv je eden izmed 
glavnih vzrokov respiratornega kolapsa pri bolnikih s PCP. Tretja glavna sestavina celične 
stene gliv je hitin. Molekula hitina je sestavljena iz dveh N-acetilglukozaminov, ki sta med 
seboj povezani z β-1,4 vezmi. Pri pnevmocistah je hitin prisoten pri vseh razvojnih oblikah 
glive (Skalski in sod., 2015). 
 
Ena izmed lastnosti, ki loči pnevmociste od drugih gliv, je tudi ta, da imajo vse razvojne 
oblike dvojno membrano in holesterol v celični steni (Jorgensen in sod., 2015). 
 
2.3 RAZMNOŽEVANJE IN ŽIVLJENJSKI KROG 
 
Glive P. jirovecii v laboratoriju ne moremo gojiti, zato je težko pridobiti neposredne podatke 
o dinamiki njenega razvoja. Dosedanje raziskave kažejo, da se pnevmociste razmnožujejo 
tako nespolno kot tudi spolno. Življenjski krog vključuje tri glavne razvojne oblike: trofozoit 
(1-4 µm), sporocisto oziroma precisto (5-6 µm) in zrelo cisto (5-8 µm) (Slika 1). V pljučnem 
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tkivu okuženih sesalcev lahko najdemo vse razvojne oblike pnevmocist (Aliouat-Denis in 
sod., 2009). 
 
Trofozoit je edina razvojna oblika, ki je sposobna nespolnega in spolnega razmnoževanja. 
Pri nespolnem razmnoževanju se trofozoit deli z binarno delitvijo oziroma mitozo. Iz enega 
organizma nastaneta dva haploidna trofozoita (Jorgensen in sod., 2015). Trofozoit je 
najpogostejša pojavna oblika, ki predstavlja 90-95 % celotne populacije glive v pljučih 
gostitelja s PCP. 
 
 
Slika 1: Glavne razvojne oblike gliv iz rodu Pneumocystis (Jorgensen in sod., 2015). 
 
Legenda: Trofozoit (A). Sporocista oziroma precista (B). Cista s štirimi sporami (intercistična telesca) (C). 
Cista s tremi intercističnimi sporami in sporo zunaj ciste (D). Cista z odebelitvami celične stene in osmimi 
vidnimi sporami (E). 
 
Novejše raziskave so pokazale obstoj paritvenega feromona pri pnevmocistah, kar potrjuje 
obstoj spolnega cikla. Signali za proizvodnjo feromonov so lahko različni stresni dejavniki 
iz okolja. Zanimivo je, da večina gliv, ki parazitirajo pri živalih, ne zaključi spolnega cikla 
v svojih gostiteljih. Za razliko od njih se P. jirovecii spolno razmnožuje v gostitelju. Pri 
spolnem razmnoževanju nastane po združitvi dveh paritvenih tipov trofozoitov sporocista, 
ki vstopi v mejotično delitev. Najprej poteče kariogamija oziroma zlitje jeder, sledi mejoza 
in sporogeneza. To vodi v nastanek sporociste z osmimi jedri. Po končani sporogenezi se z 
mitotično delitvijo in kompartmentalizacijo organelov tvorijo nove spore. Sledi segregacija 
organelov in nastanek membrane. Sporocisti se prične debeliti celična stena, kar vodi v 
razvoj zrele ciste. Znotraj zrele ciste je opaziti jasno ločene posamezne spore, ki jih ščiti 
celična stena. Vsaka spora ima eno jedro in gosto citoplazmo z okroglimi, vendar jasno 
opaznimi mitohondriji. Cista je preživetvena oblika glive P. jirovecii, ki ji omogoča obstoj 
zunaj gostitelja in prenos z aerosoli. Hipotetični prikaz življenjskega cikla glive je prikazan 
na Sliki 2 (Aliouat-Denis in sod., 2009). 
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Slika 2: Življenjski krog P. jirovecii (Cushion, 1998; Aliouat-Denis in sod., 2009). 
 
Legenda: Nespolni cikel razmnoževanja (A). Spolni cikel je hipotetični prikaz, posnet s presevnim 
elektronskim mikroskopom in ilustracijami razvoja organizma v pljučih sesalcev (B). CC - zgoščeni 
kromosomi in mikrotubuli; N - jedro; Mi - mitohondrij; V - vakuola. 
 
Spore so lahko okrogle ali neenakomerne oblike. Zrele spore zapustijo cisto in zrastejo v 
osem prostih haploidnih trofozoitov. Trofozoit po obliki spominja na amebe in je vegetativna 
oblika glive. Ima tanko celično steno, iz katere izraščajo filopodiji, ki se pripenjajo na 
alveolarne epitelijske celice tipa I. Filopodiji so podaljški celične površine in nastanejo s 
polimerizacijo aktinskih filamentov v snope (Aliouat-Denis in sod., 2009; Jezernik in sod., 
2012). 
 
Epitelijske celice tipa I ali pneumociti predstavljajo mesto vezave za glivo iz rodu 
Pneumocystis. Na pneumocite se najprej veže trofozoit, na katerega se lahko dalje vežejo 
druge razvojne oblike glive. Skupaj ustvarjajo skupke, ki segajo v alveolarni prostor. Vezava 
mikroorganizma neposredno na alveole in prehajanje glive v alveole vpliva na spremenjeno 
fiziološko delovanje pljuč in neustrezno izmenjavo plinov, kar lahko vodi v hipoksijo. 
Simptomi aktivne okužbe s P. jirovecii se histopatološko kažejo kot intersticijske odebelitve 
alveol in eozinofilni izcedki v lumen pljuč. Intersticijske odebelitve nastanejo zaradi 
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hipertrofije epitelijskih celic pljuč, imenovanih pneumociti II, intersticijskega edema in v 
nekaterih primerih blage fibroze tkiva (Jorgensen in sod., 2015). 
 
Poti celične signalizacije omogočajo P. jirovecii spremembo celične fiziologije glede na 
signale iz okolja. Pri regulaciji rasti, razmnoževanja, vzdrževanja celične stene in odziva na 
spremembe okolja sodeluje z mitogenom aktivirana protein kinaza (MAPK, angl. Mitogen 
Activated Protein Kinase) glive (Skalski in sod., 2015). 
 
2.4 KLINIČNA SLIKA 
 
Kolonizacija s P. jirovecii pri osebah z normalno imunostjo poteka brez klinično pomembnih 
simptomov. Pri imunsko oslabljenih osebah pa lahko okužba s P. jirovecii privede do 
pnevmocistične pljučnice, ki spada med netipične intersticijske pljučnice. Klinična slika in 
simptomi so zelo neznačilni in nespecifični. Odrasli bolniki imajo suh kašelj brez izmečka, 
rahlo povišano telesno temperaturo (okrog 38,5 °C), oteženo in globoko dihajo, tišči jih v 
prsih, izgubljajo telesno težo, ponoči se znojijo. Rentgenska slika pljuč najpogosteje kaže 
simetrične, razpršene, intersticijske infiltrate, vendar je lahko slika tudi normalna brez 
znakov bolezni. Drugi patofiziološki znaki se pojavljajo zaradi aktivacije celic imunskega 
sistema (makrofagov, celic T pomagalk, nevtrofilcev in drugih vnetnih mediatorjev), ki 
povečajo prepustnost alveolarnih kapilar in spremenijo funkcionalnost alveolarnih sten. 
Rezultat je oslabljena difuzijska zmogljivost pljuč, spremembe pri vitalni kapaciteti pljuč in 
znižano delovanje pljuč (Helweg-Larsen, 2004; Jorgensen in sod., 2015). 
 
Potek pljučnice, ki jo povzroča P. jirovecii, se pri HIV pozitivnih bolnikih razlikuje od 
poteka pri HIV negativnih imunokompromitiranih osebah. Pri HIV pozitivnih bolnikih je 
potek bolezni počasnejši in z blažjo klinično sliko. Zaradi oslabljenega delovanja imunskega 
sistema se pri HIV pozitivnih bolnikih kaže okužba kot blaga vročina, neproduktivni kašelj 
in oteženo dihanje. Drugi imunokompromitirani bolniki imajo zaradi močnega vnetnega 
odziva in težkih osnovnih bolezni hujše simptome, burnejši začetek bolezni in hitrejše 
napredovanje (Eddens in Kolls, 2015; Thomas in Limper, 2004). Bolniki močno oteženo 
dihajo, imajo mrzlico, višjo telesno temperaturo in večkrat potrebujejo umetno ventilacijo. 
Okužba, ki ni zdravljena, je v večini primerov smrtna (Sokulska in sod., 2015; Carmona in 
Limper, 2011). Monnet in sod. (2008) so ugotovili, da je pri HIV negativnih bolnikih z 
oslabljenim imunskih sistemom v kužnini opaziti večje število nevtrofilcev in nižje število 
pnevmocist. To nakazuje na to, da imajo bolj obsežne poškodbe pljučnega tkiva. Prav tako 
so ugotovili, da je smrtnost pri HIV pozitivnih bolnikih, okuženih s P. jirovecii, nižja kot pri 
drugih imunokompromitiranih bolnikih. 
 
V redkih primerih lahko P. jirovecii najdemo izven pljuč, najpogosteje v bezgavkah, lahko 
pa tudi v kostnem mozgu, jetrih, nadledvični žlezi, gastrointestinalnem traktu, trebušni 
slinavki, ščitnici in drugje. Po poročanju Ng in sod. (1997) so izvenpljučno pnevmocistično 
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okužbo ugotovili pri 0,6 do 3 % obdukcij bolnikov s PCP. Najverjetneje pa ti rezultati niso 
odraz realnega stanja in je odstotek višji, saj se v večini primerov obdukcija celotnega telesa 
ne opravi. 
 
2.5  LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA 
 
2.5.1 Klasične metode 
 
Zaradi obligatnega parazitskega odnosa, ki ga ima gliva P. jirovecii do svojega gostitelja, je 
zunaj gostitelja ne moremo gojiti. Standardna diagnostična metoda za ugotavljaje okužbe s 
P. jirovecii je opazovanje organizma pod mikroskopom v obarvanih razmazih respiratornih 
vzorcev kot so sputum (S), bronhoalveolarni izpirek (BAL), apirati trahej (AT), induciran 
sputum (IS), aspirat bronha (BA) in pljučno tkivo. Pri bolnikih, okuženih s HIV, sta 
induciran sputum in/ali BAL zadostni kužnini, medtem ko je pri ostalih 
imunokompromiranih osebah za ustrezno diagnostiko PCP včasih potrebna tudi biopsija 
pljuč. Razlog je v tem, da je glivno breme v pljučih HIV pozitivnih bolnikov višje kot pri 
ostalih bolnikih in zato ni potrebe po kužninah, ki zahtevajo invazivnejše metode odvzema 
(Morris in Norris, 2012). Razmaze respiratornih vzorcev barvamo z metenamin srebrovim 
nitratom, kalkofluor belim, toluidinskim modrilom »O«, z barvilom po Giemsi, po 
Papanicolaou ali s setom barvil Diff-Quik (hitro barvanje, podobno barvanju po Giemsi) 
(Slika 3). V diagnostiki PCP od 90. let prejšnjega stoletja uporabljamo občutljivejšo in 
hitrejšo metodo, t.i. neposredno imunofluorescenco, pri kateri na razmaze respiratornih 
vzorcev vežemo anti-P. jirovecii monoklonska protitelesa, označena s fluoresceinom in jih 
nato opazujemo pod fluorescenčnim mikroskopom (Slika 3) (Matsumura in sod., 2011). 
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Slika 3: Prikaz različnih načinov barvanja P. jirovecii (Jorgensen in sod., 2015). 
 
Legenda: Barvanje s kalkofluor belim – stene cist z notranjimi odebelitvami so vidne kot močno fluorescentni 
sredinski deli (A). Hitro barvanje z Diff-Quick komercialnim setom barvil – gosti skupki trofozoitov z vijolično 
obarvanim jedrom in svetlo modro do vijolično citoplazmo, kjer meje med posameznimi trofozoiti niso dobro 
opazne (B). Barvanje z metenamin srebrovim nitratom – posamezne ciste v skupkih so dobro vidne, trofozoiti 
se s tem barvilom ne barvajo (C). Barvanje po Papanicolaou (D). Barvanje s toluidinskim modrilom »O« – 
stene cist so obarvane svetlo vijolično, opaziti je tipično obliko cist, trofozoiti se s tem barvilom ne barvajo 
(E). Označevanje s fluoresceinom označenimi monoklonskimi protitelesi (neposredna imunofluorescenca) – 
strukture znotraj cist niso obarvane in ostanejo črne, opaziti je močnejši signal fluorescence na predelih celičnih 
sten (F). 
 
Izmečki iz spodnjega respiratornega trakta so za diagnostiko PCP primernejši, saj je v 
zgornjem respiratornem traktu koncentracija organizma nižja. Neposredna 
imunofluorescenca razmazov BAL je boljša od klasičnih načinov diagnostike PCP, saj sta 
njena specifičnost in občutljivost 95 %. Občutljivost neposredne imunofluorescence 
induciranega sputuma je nižja (50-90 %) in močno variira v odvisnosti od kvalitete odvzema 
vzorca (Helweg-Larsen, 2004). 
 
2.5.2  Določanje serumskih vrednosti β-(1,3)-D-glukana 
 
V celični steni večine gliv je prisoten polisaharid β-(1,3)-D-glukan. Pri glivah iz rodu 
Pneumocystis se nahaja v celični steni cist. Ta polisaharid lahko ugotavljamo v serumu 
bolnika s serološko metodo, ki je vrstno nespecifična. Določanje β-(1,3)-D-glukana je nizko 
specifično in pogosto prihaja do lažno pozitivnih rezultatov, predvsem pri bolnikih, ki 
prejemajo koncentrate imunoglobulinov, faktorje koagulacije, plazemske proteine, druge 
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imunološke preparate (albumine, globuline) ali so zdravljeni s hemodializo skozi celulozne 
membrane. Prav tako se lažno pozitivni rezultati lahko pojavijo pri bolnikih s sepso in z 
uporabo bombažnih gaz, brisov, obližev med operativnimi posegi. Zato je ključno, da se ob 
pozitivnem rezultatu upoštevajo tudi drugi diagnostični pristopi. Običajno poleg določanja 
serumskih vrednosti β-(1,3)-D-glukana uporabljamo še specifično mikrobiološko 
diagnostiko PCP (Onishi in sod., 2011; Morris in Norris, 2012; Karageorgopoulos in sod., 
2013; Li in sod., 2015). 
 
V serumu zdravih oseb je zaradi glivnih komenzalov v telesu zaznati nizko koncentracijo β-
(1,3)-D-glukana. Koncentracija se zviša v primeru invazivne glivne okužbe kot so pljučne 
apergiloze in kandidoze. PCP zanesljivo izključimo ob negativnem rezultatu določanja -
(1,3)-D-glukana v serumu HIV pozitivnega bolnika, pri pozitivnem rezultatu pa moramo 
zaradi nizke specifičnosti preiskave pomisliti tudi na druge glivne povzročitelje pljučnic. Pri 
HIV pozitivnih bolnikih se dokazovanje glukana v serumu uporablja kot presejalni test. 
Zaradi višjega bremena gliv lahko ob negativnem rezultatu izključimo PCP (Salerno in sod., 
2014; Onishi in sod., 2011). 
 
Drugi imunsko oslabljeni bolniki imajo zaradi aktivno delujočega imunskega sistema nižje 
glivno breme in posledično večje možnosti za lažno negativne rezultate določanja -(1,3)-
D-glukana. Tasaka in sod. (2014) so v raziskavi ugotavljali vrednosti β-(1,3)-D-glukana pri 
teh bolnikih in spoznali, da je merjenje vrednosti β-(1,3)-D-glukana v serumu ustrezni 
kazalec za ločevanje med PCP in kolonizacijo s P. jirovecii. Vendar na postavitev dokončne 
diagnoze vpliva več dejavnikov, in sicer kombinacija kliničnih znakov, rezultatov testiranja 
na okužbo s P. jirovecii z molekularnimi metodami in rezultatov testa β-(1,3)-D-glukana v 
serumu (Li in sod., 2015; Tasaka in sod., 2014). 
 
 
Slika 4: Mikroskopski prikaz P. jirovecii, označene s protitelesi proti β-(1,3)-D-glukanu (Cushion, 2010). 
 
Legenda: S fazno-kontrastnim mikroskopom (A). S fluorescenčnim mikroskopom (B). 
A B 
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2.5.3 Molekularna diagnostika 
 
Imunokompromitirani bolniki, ki niso okuženi s HIV, lahko razvijejo PCP z nižjim glivnim 
bremenom. Posledično lahko to pomeni lažno negativen rezultat mikroskopske diagnostike. 
Pomemben napredek v mikrobiološki diagnostiki PCP predstavljajo molekularne 
diagnostične metode, predvsem verižna reakcija s polimerazo (PCR, angl. Polymerase Chain 
Reaction). Zaradi visoke občutljivosti molekularnih testov lahko okužbo dokazujemo tudi v 
respiratornih vzorcih, ki so pridobljeni na manj invaziven način. Za molekularno diagnostiko 
uporabljamo BAL, sputum, oz. inducirani sputum pri HIV pozitivnih bolnikih ter aspirat 
traheje in v redkih primerih tkivo odvzeto s pomočjo bronhialne biopsije pri ostalih 
imunokompromitiranih bolnikih, ki niso okuženi s HIV. Žal lahko visoko občutljive 
molekularne metode zaznajo DNA P. jirovecii tudi tedaj, ko bolnik nima PCP, temveč je z 
glivo zgolj koloniziran. V primeru, ko ne moremo ločiti ali je bolnik s pljučnico koloniziran 
s P. jirovecii ali ima PCP, se lahko opremo na rezultate serumskih vrednosti -(1,3)-D-
glukana in direktne imunofluorescence. Poleg tega je potrebno upoštevati tudi klinično sliko 
bolnika (Morris in Norris, 2012; Matsumura in sod., 2011). 
 
Diagnostika PCP s PCR temelji na pomnoževanju različnih delov genoma P. jirovecii. 
Najpomembnejši lokusi so: mt26S rRNA, ITS, CYB in SOD. V novejšem času se v 
diagnostiki PCP uporablja predvsem PCR v realnem času (angl. Real-time PCR), ki je hitra 
in visoko občutljiva metoda. Visoka občutljivost diagnostičnih metod je pri dokazovanju 
PCP pomembna zaradi različnega bremena mikroba v odvzetih vzorcih (Morris in Norris, 
2012). Test PCR v realnem času omogoča prepoznavo koloniziranih bolnikov in tistih, ki 
imajo aktivno okužbo, glede na cikel, v katerem je signal fluorescence vzorca višji od signala 
fluorescence ozadja (Ct, angl. Treshold Cycle). Pri vrednotenju testa je potrebno upoštevati 
bolnikov HIV status. Bolniki, ki so HIV pozitivni, imajo višje glivno breme v kužnini in zato 
pomeni vrednost Ct pod 27 aktivno okužbo s P. jirovecii, Ct nad 30 pa zgolj kolonizacijo. 
Pri drugih imunokompromitiranih bolnikih je glivno breme nižje, zato vrednosti Ct pod 31 
kažejo na aktivno okužbo, medtem ko vrednosti Ct nad 35 nakazujejo kolonizacijo (Fauchier 
in sod., 2016). 
 
2.5.4  Genotipizacija Pneumocystis jirovecii 
 
Kot že omenjeno, so bile molekularne metode tiste, ki so omogočile pravilno klasifikacijo 
P. jirovecii in njeno spremljanje skozi čas. Pomnoževanje gena za mt26S rRNA je 
omogočilo vpogled v genetsko raznolikost P. jirovecii pri človeku. Različni sekvenčni tipi 
organizma so bili opisani tudi z uporabo drugih genskih lokusov, vendar je njihova 
diskriminatorna moč nižja. To je raziskovalce prisililo, da so iskali druge genske lokuse z 
večjo diskriminatorno močjo. En izmed njih je lokus z zaporedjem dveh notranjih 
prepisujočih se distančnikov (ITS1 in ITS2, angl. Internal Transcribed Spacer), ki ležita na 
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področju jedrne rDNA. V primerjavi z drugimi organizmi ima P. jirovecii samo eno kopijo 
jedrne rDNA. Sekvenčna analiza zaporedij ITS ima visoko diskriminatorno moč. Težave 
nastopijo predvsem pri mešanih okužbah z različnimi genotipi P. jirovecii, kar povzroči, da 
pri sekvenčni analizi zaporedij sekvence niso čiste (Helweg-Larsen, 2004; Robert-Gangneux 
in sod., 2014). 
 
V genotipizacijo P. jirovecii na osnovi zaporedij več lokusov (MLST, angl. Multilocus 
Sequence Typing) je pogosto vključeno tudi zaporedje gena za encim dihidropteroat sintazo 
(DHPS). Prednost analize omenjenega gena je v tem, da so mutacije na genu za DHPS 
povezane z odpornostjo glive proti sulfametoksazolu, ki se skupaj s trimetoprimom 
(kemoterapevtika imata sinergistično delovanje) uporablja za zdravljenje PCP in tudi kot 
osnovna profilaktična zaščita pri močno imunokompromitiranih bolnikih (Matos in Esteves, 
2010b; Kazanjian in sod., 1998). Že leta 1997 so prvič poročali o polimorfizmu genotipov 
P. jirovecii glede na gen za DHPS. Z rezistenco na sulfametoksazol so povezane mutacije 
na mestih 55 in 57 tega gena. Pri Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae in Plasmodium 
falciparum odpornost proti sulfamidu povzročijo mutacije na mestih od 55 do 60 gena za 
DHPS (Helweg-Larsen, 2004). V dveh manjših raziskavah so pokazali, da so mutacije v 
genu za DHPS P. jirovecii povezane z neustrezno uporabo omenjene profilakse (Kazanjian 
in sod., 1998; Mei in sod., 1998). 
 
Poleg zgoraj naštetih lokusov se za genotipizacijo uporablja tudi gen za β-tubulin, ki sodeluje 
pri strukturiranju mikrotubulov (Edlind in sod., 1992) ter gena za CYB in SOD (Morris in 
Norris, 2012). 
 
2.6 EPIDEMIOLOGIJA IN PRENOS 
 
Penumocystis jirovecii je oportunistična gliva, ki povzroča PCP pri imunsko oslabljenih 
bolnikih z nizkim številom celic T pomagalk v krvi (pod 200 celic/µl krvi). Pljučnice tako 
povzroča pri bolnikih s HIV, pri osebah, ki se zdravijo z imunosupresivi, pri bolnikih po 
presaditvi organov in osebah s hematološkimi malignostmi. Pri HIV pozitivnih bolnikih 
poteka PCP v milejši obliki kot pri drugih imunokompromitiranih bolnikih, kjer so hujše 
posledice, predvsem zaradi delovanja lastnega imunskega sistema (Alanio in sod., 2011). 
 
Pomemben rezervoar P. jirovecii predstavljajo otroci, ki so kolonizirani že v prvih letih 
življenja. Vsako leto za PCP na svetu zboli približno 400000 oseb. V Evropi je PCP med 
HIV pozitivno in HIV negativno populacijo druga najpogostejša bolezen, ki jo povzročajo 
glive. Stopnja pojavnosti je 1,5/100000 prebivalcev, smrtnost je 9,5%. Pri bolnikih z AIDS-
om je umrljivost zaradi PCP 10-20 %, pri ostalih imunokompromitiranih bolnikih pa 35-55 
%. V ZDA ocenjujejo, da se je po uvedbi preventivnega zdravljenja delež bolnikov s PCP 
po presaditvi organov, znižal s 5-15 % na 1 % (Avino in sod., 2016). Najvišja pojavnost je 
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pri bolnikih po presaditvi srca in pljuč, najnižja pri bolnikih po presaditvi ledvic (Avino in 
sod., 2016; Schmiedel in Zimmerli, 2016; Bitar in sod., 2014; Wang in sod., 2012). 
 
Yiannakis in sod. (2016) so s pregledovanjem vse dostopne literature proučevali pojavljanje 
izbruhov PCP od leta 1980. Ugotovili so, da je bilo opisanih 30 izbruhov, od katerih jih je 
bilo 21 (70 %) opisanih v Evropi. Večina izbruhov je opisanih med odraslimi osebami, le 10 
% jih je opisanih pri otrocih. Zanimivo je, da se večina izbruhov (83 %) pojavlja pri bolnikih 
po presaditvi organov, predvsem po presaditvi ledvic (Chapman in sod., 2013; Nankivell in 
sod., 2013; Höcker in sod., 2005; Cheung in sod., 1994; Gianella in sod., 2010). 
 
V letih od 1970 do 1980 so serološke raziskave pokazale, da je večina ljudi od drugega do 
četrtega leta starosti že seropozitivna na P. jirovecii (Fritzsche in sod., 2013). Raziskave, v 
katerih so spremljali prenos okužbe pri otrocih HIV pozitivnih staršev kažejo, da je le 3,3 % 
otrok koloniziranih s P. jirovecii, medtem ko je koloniziranih kar 11,4 % njihovih staršev. 
Čeprav bi bilo potrebno omenjene raziskave razširiti na večje število preiskovancev, pa 
dosedanje študije kažejo, da bližnji stik s potencialnim rezervoarjem ni nujno dovolj za 
prenos glive (Spencer in sod., 2008). 
 
2.7 REAKTIVACIJA ALI DE NOVO OKUŽBA 
 
Eno izmed vprašanj glede P. jirovecii je, ali se PCP razvije kot posledica reaktivacije stare 
ali na novo pridobljene okužbe. Teorija o reaktivaciji govori o tem, da pridemo v stik s 
pnevmocisto že v otroškem obdobju. Po tej teoriji P. jirovecii pri otrocih naj ne bi povzročala 
kliničnih znakov, medtem ko v odrasli dobi, v primeru oslabljenega imunskega sistema, 
povzroči PCP (Morris in Norris, 2012; Gigliotti, 1992). 
 
V raziskavi, ki so jo Pifer in sod. (1978) objavili leta 1978, so ugotovili prisotnost protiteles 
proti P. jirovecii pri 83 % zdravih otrok starih do 4 let. Druga spoznanja, ki nakazujejo 
reaktivacijo glive so še specifične značilnosti pnevmocist, kot je npr. dobra evolucijska 
prilagojenost glive na gostitelja, visok delež PCP pri imunokompromitiranih dojenčkih, 
prisotnost protiteles proti P. jirovecii v splošni populaciji in zmožnost dolgotrajnega 
izogibanja imunskemu sistemu (Morris in Norris, 2012; Gigliotti, 1992). 
 
Omenjene ugotovitve nakazujejo na korelacijo med zgodnjo izpostavljenostjo glivi in 
kasnejšim razvojem bolezni, vendar ne izključujejo možnosti za de novo okužbo. Mnoge 
raziskave podpirajo mnenje, da obstaja še neznan rezervoar pnevmocist v okolju, saj so DNA 
glive izolirali iz ribnikov, zemlje, iz zraka zaprtih in odprtih prostorov (Kaneshiro in 
Maiorano, 1996; Olsson in sod., 1998; Wakefield, 1994; Casanova-Cardiel in Leibowitz, 
1997; Navin in sod., 2000).  
Choukri in sod. (2010) so v svoji raziskavi ugotovili, da je možno v 80 % primerov dokazati 
DNA P. jirovecii še en meter stran od bolnikov s PCP. Potrdili so, da se z oddaljevanjem od 
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bolnika s PCP glivno breme v vzorcih zraka zmanjšuje, a so kljub temu še pri tretjini vzorcev 
dokazali DNA v zraku hodnika pred bolnišnično sobo, v kateri je ležal bolnik s PCP. Prav 
tako je pomembna ugotovitev, da sta imela izolata iz okolice in kužnine bolnika enak genotip 
(Wakefield, 1994; Le Gal in sod., 2015; Bartlett in sod., 1997). To govori v prid domnevi, 
da se PCP pojavlja kot de novo okužba in ne reaktivacija. Tudi HIV pozitivni bolniki, ki so 
PCP že preboleli, so lahko prenašalci še več kot leto po ozdravitvi (Le Gal in sod., 2015). 
 
Med pomembne prenašalce P. jirovecii spadajo družinski člani imunsko oslabljenih 
bolnikov in zdravstveni delavci, ki so v neprestanem stiku z bolniki s PCP. Kolonizirane 
osebe ne kažejo simptomov bolezni, ker njihov imunski sistem nadzoruje glivno breme, 
vendar so vmesni člen. Težave nastopijo, če imajo redne stike z imunokompromitiranimi 
bolniki. Predvsem bolnišnično osebje je pomemben prenašalec, čeprav korelacija med 
koloniziranim bolnišničnim osebjem in PCP bolniki ni vedno dokazana (Lundgren in sod., 
1997; Lundgren in sod., 1996; Vargas in sod., 2000). Tudi Leigh in sod. (1993) so v svoji 
raziskavi ugotovili povišane titre protiteles proti P. jirovecii pri zdravstvenih delavcih, ki so 
bili v stiku z bolniki s PCP. Več raziskav je celo pokazalo, da so bolniki s ponavljajočimi 
PCP mnogokrat okuženi z različnimi genotipi P. jirovecii, medtem ko se v primeru izbruhov 
na enem bolnišničnem oddelku pri več bolnikih običajno pojavi isti genotip. Vse to nakazuje 
na možnost, da gre pri PCP namesto reaktivacije za de novo okužbo (Keely in Stringer, 1997; 
Keely in sod., 1995; O’Donnell in sod., 1998; Shelhamer in sod., 1984). 
 
2.8 PREPREČEVANJE PRENOSA OKUŽBE Z GLIVO Pneumocystis jirovecii 
 
Številne raziskave so potrdile, da so ciste P. jirovecii infektivne oblike glive, ki se širijo po 
zraku. Prav tako je ugotovljeno, da ljudje pridemo v stik z glivo že v zgodnjih dneh življenja, 
gliva se prenaša tudi med imunokompetentnimi osebami, kjer ne povzroča kliničnih znakov, 
za okužbo/kolonizacijo je potrebno nizko število cist in kratek čas izpostavljenosti 
(Jorgensen in sod., 2015). 
 
Pri vzpostavljanju sistema za preprečevanje prenosa P. jirovecii je ključnega pomena 
poznavanje dejavnikov, ki vodijo do okužbe. V primeru reaktivacije so dodatni preventivni 
ukrepi v bolnišničnem okolju nesmiselni, saj se osebe okužijo že v času otroštva. Čeprav kar 
nekaj dejstev podpira teorijo o reaktivaciji, pa je večja verjetnost, da gre pri PCP za de novo 
okužbo. Populacija, ki jo okužba z glivo najbolj prizadene, torej imunokompromitirani 
posamezniki, in kapljični način prenosa P. jirovecii sta dva razloga, zaradi katerih so pri 
preprečevanju prenosa potrebni strogi preventivi ukrepi. Zato veljajo splošne smernice za 
ravnanje z okuženimi bolniki, kot so: ločevanje bolnikov s PCP v enoposteljne sobe, 
izoliranih od drugih imunsko oslabljenih bolnikov, poučevanje zdravstvenega osebja, ki je 
lahko rezervoar za prenos okužbe, glede načina prenosa organizma, uporabe profilaktične 
zaščite s trimetoprim/sulfametoksazolom, ki deluje fungistatično, in v primeru, da le-ta ni 
učinkovita, uvedba drugih fungicidnih zdravil (Jorgensen in sod., 2015).   
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Izolati DNA Pneumocystis jirovecii 
 
V Laboratoriju za parazitologijo (LAB PRZ) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo 
(IMI) Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani so v letih od 2012 do 2014 z molekularno 
metodo PCR v realnem času ugotovili prisotnost DNA Pneumocystis jirovecii v 188 
respiratornih vzorcih (BAL, sputum, aspirat traheje, izpirek bronha) 132 bolnikov, ki so se 
zdravili na različnih oddelkih Onkološkega inštituta Ljubljana in različnih klinikah 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Izolati DNA predstavljajo del arhivske zbirke 
izolatov DNA LAB PRZ in so shranjeni pri temperaturi -20 °C.  
 
V magistrsko delo smo vključili izolate DNA 73 respiratornih vzorcev 53 bolnikov, ki so 
imeli pri testu PCR v realnem času prag detekcije Ct < 32. Podatki o bolnikih so zbrani v 
Prilogi A.  
 
3.1.2 Reagenti in kemikalije 
 
Pri delu smo uporabili: 
 Pufer TAE (Tris, acetat, EDTA) 
 Barvilo SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, ZDA) 
 Velikostni standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific 
Inc., ZDA) 
 Agaroza v prahu GellyPhor® agarose (EuroClone S.p.A., Italija) 
 HotStart DNA polymerase (Quiagen, Nemčija) 
 FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack (Roche, Nemčija) 
 Eksonukleaza I (Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA) 
 Termosenzitivna Alkalna Fosfataza FastAP (Thermo Fisher Scientific Inc., 
ZDA) 
 Nanašalno barvilo DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific Inc., 
ZDA) 
 Sterilna voda brez nukleazne aktivnosti (Quiagen, Nemčija) 
 BigDye® X TerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems, ZDA) 
 BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystems, ZDA) 
 dGTP, dAPT, dCTP, dTTP 100 mM (Invitrogen, ZDA) 
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Preglednica 1: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov z njihovimi nukleotidnimi zaporedji, 
pričakovano velikostjo pridelka PCR ter poimenovanjem genskega produkta pomnoževanega gena.  
Začetni oligonukleotidi 
Velikost 
(bp) 
Poimenovanje 
genskega 
produkta 
Okrajšava 
genskega 
produkta 
Vir 
 
CytbFw: 5' CCCAGAATTCTCGTTTGGTCTATT 3'                                                                                
CytbRw: 5' AAGAGGTCTAAAAGCAGAACCTCAA 3' 638 Citokrom B CYB 
 
Maitte in 
sod., 
2013 
 
MnSODFw: 5' GGGTTTAATTAGTCTTTTTAGGCAC 3' 
MnSODRw: 5' CATGTTCCCACGCATCCTAT 3' 
 
652 
Superoksid 
dismutaza 
SOD 
 
Maitte in 
sod., 
2013 
 
BTubF: 5´TCATTAGGTGGTGGAACGGG 3´                     
BtubR: 5´ATCACCATATCCTGGATCCG 3´  
 
291 Beta tubulin β-tubulin 
 
Stringer 
in sod., 
2002 
 
DHPS 3: 
5´GCGCCTACACATATTATGGCCATTTTAAATC 3´ 
DHPS 4: 5´GGAACTTTCAACTTGGCAACCAC 3´  
 
351 
Dihidropteroat 
sintaza  
DHPS 
 
Kara-
geo-
rgop-
oulos in 
sod., 
2013 
 
 
mt26S F: 5´GATGGCTGTTTCCAAGCCCA 3´                       
mt26S R: 5´GTGTACGTTGCAAAGTACTC 3´ 295 
Mitohondrijska 
26S rRNA 
mt26S 
rRNA 
 
Stringer 
in sod., 
2002 
 
 
 
3.1.3 Laboratorijski material 
 
 Mikrocentrifugirke 
 Mikrotitrske ploščice (8x12) 
 Epruvete 
 Nastavki s filtri za pipete 
 Erlenmajerica 
 
3.1.4 Laboratorijska oprema 
 
 Kalibrirane pipete 
 Namizne centrifuge (Eppendorf, Nemčija) 
 Brezprašne komore za varno in sterilno delo 
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 Vibracijska mešala 
 Stresalnik mikrotitrskih ploščic MixMate (Eppendorf, Nemčija) 
 Oprema za elektroforezo (elektroforezna kadička, kalup za elektroforezo, 
elektroforezni glavnički, napajalnik za elektroforezo) 
 Ultravijolični presejevalnik Gel-Doc-It® Imaging System (Analytik Jena, Velika 
Britanija) 
 Laboratorijska tehtnica 
 Naprava za PCR: 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) 
 Naprava za PCR: Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) 
 Sekvenator ABI3500 (Applied Biosystems, ZDA) 
 
3.1.5 Programi za obdelavo sekvenc 
 
 MEGA 6.06 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (6140226) 
 CLC Main Workbench 6.2 (CLC Bio, Danska)  
 BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, ZDA) 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Za genotipizacijo glive P. jirovecii smo z verižno reakcijo s polimerazo pomnoževali pet 
lokusov njenega genoma, in sicer del gena za CYB, SOD, mt26S rRNA, β-tubulin in DHPS. 
Lokuse smo izbrali glede na indeks diskriminatorne moči tipizacijske metode. Maitte in sod. 
(2013) so diskriminatorno moč opredelili s Hunterjevim indeksom (H-indeks), kjer vrednost 
0,95 predstavlja mejo za ustrezno, zadovoljivo razlikovanje med nesorodnimi izolati. 
Vrednost H-indeksa 0,95 pomeni, da je 95 % možnosti, da se dva naključna nesorodna 
izolata razlikujeta glede na DNA zaporedje. Omenjena raziskovalna skupina je ugotovila, da 
z izborom lokusov za CYB, SOD in mt26S rRNA dosežemo diskriminatorni indeks 0,987, 
kar je po njihovem mnenju najboljši pristop za genotipizacijo P. jirovecii (Maitte in sod., 
2013). 
 
Zaradi zagotavljanja čim višje diskriminatorne moči smo v magistrskem delu za 
genotipizacijo P. jirovecii v ločenih reakcijah PCR pomnoževali pet lokusov glive: DHPS, 
CYB, SOD, β-tubulin in mt26S rRNA. Za lokus DHPS smo se odločili tudi zaradi 
ugotavljanja prisotnosti mutacij, ki so povezane z rezistenco glive na profilaktično 
zdravljenje. Gene za DHPS, β-tubulin in mt26S rRNA smo pomnoževali s komercialnim 
kompletom reagentov Hot Start Taq polymerase (Quiagen, Nemčija) na aparaturi 2720 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA). Gena za CYB in SOD smo pomnoževali s 
FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack (Roche, Nemčija) prav tako na aparaturi 
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2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA). Vsak korak poteka reakcije PCR 
(osamitev DNA iz respiratornih vzorcev, priprava reakcijske mešanice za PCR, dodajanje 
DNA reakcijski mešanici, elektroforeza) smo zaradi preprečevanja kontaminacije opravili v 
različnih prostorih. V vsako reakcijo PCR smo vključili negativno (sterilna voda brez 
nukleazne aktivnosti) in pozitivno kontrolo (DNA iz vzorca BAL bolnika, s potrjeno okužbo 
s P. jirovecii). 
 
Preglednica 2: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena za β-tubulin P. jirovecii s komercialnim kompletom 
reagentov Hot start Taq polymerase. 
Reagent Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vzorec (µl) 
dH2O  17,98 
Pufer (10 x) 1 x 2,5 
MgCl2 (25 mM) 1,5 mM 1,5 
Mešanica dNTP (10 mM) 200 µM 0,5 
Pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid BTubF (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Negativno usmerjen začetni oligonukleotid BTubR (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Polimeraza (5 U/µl) 2,5 U* 0,125 
DNA  2 
*Enote na reakcijo 
 
Preglednica 3: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena za DHPS P. jirovecii s komercialnim kompletom 
reagentov Hot Start Taq polymerase. 
Reagent Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vzorec (µl) 
dH2O  17,2 
Pufer (10 x) 1 x 2,5 
MgCl2 (25 mM) 0,5 mM 0,5 
Mešanica dNTP (10 mM) 200 µM 0,5 
Pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid DHPS 3 (50 µM) 0,8 µM 0,4 
Negativno usmerjen začetni oligonukleotid DHPS 4 (50 µM) 0,8 µM 0,4 
Polimeraza (5 U/µl) 2,5 U* 0,5 
DNA  3 
*Enote na reakcijo 
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Preglednica 4: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena za mt26S rRNA P. jirovecii s komercialnim 
kompletom reagentov Hot Start Taq polymerase. 
Reagent Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vzorec (µl) 
dH2O  18,375 
Pufer (10 x) 1 x 2,5 
MgCl2 (25 mM) 1 mM 1 
Mešanica dNTP (10 mM) 200 µM 0,5 
Pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid mt26S F (50 µM) 0,5 µM 0,25 
Negativno usmerjen začetni oligonukleotid mt26S R (50 µM) 0,5 µM 0,25 
Polimeraza (5 U/µl) 2,5 U* 0,125 
DNA  2 
*Enote na reakcijo 
 
Preglednica 5: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena za CYB P. jirovecii s komercialnim kompletom 
reagentov FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack. 
Reagent Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vzorec (µl) 
dH2O  16,35 
Pufer (10 x)  1 x 2,5 
Mešanica dNTP (10 mM) 200 µM 0,5 
Pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid CytbFw (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Negativno usmerjen začetni oligonukleotid CytbRw (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Polimeraza (5 U/µl) 1,25 U* 0,25 
DNA  5 
   *Enote na reakcijo 
 
Preglednica 6: Reakcijska mešanica za pomnoževanje gena za SOD P. jirovecii s komercialnim kompletom 
reagentov FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack. 
Reagent Končna 
koncentracija 
Volumen za 1 
vzorec (µl) 
dH2O  16,35 
Pufer (10 x)  1 x 2,5 
Mešanica dNTP (10 mM) 200 µM 0,5 
Pozitivno usmerjen začetni oligonukleotid SODFw (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Negativno usmerjen začetni oligonukleotid SODRw (50 µM) 0,4 µM 0,2 
Polimeraza (5 U/µl) 1,25 U* 0,25 
DNA  5 
   *Enote na reakcijo 
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Preglednica 7: Pogoji za pomnoževanje gena za β-tubulin P. jirovecii. 
 Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 94 °C 3 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
94 °C 
62 °C 
72 °C 
30 s 
1 min 
1 min 
 
40 x 
Končno pomnoževanje 72 °C 5 min 1 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x  
 
Preglednica 8: Pogoji za pomnoževanje gena za DHPS P. jirovecii. 
 Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 95 °C 10 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
92 °C 
62 °C 
72 °C 
15 s 
30 s 
15 s 
 
40 x 
Končno pomnoževanje 72 °C 5 min 1 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x  
 
Preglednica 9: Pogoji za pomnoževanje gena za mt26S rRNA P. jirovecii. 
 Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 94 °C 3 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
94 °C 
52 °C 
72 °C 
30 s 
1 min 
1 min 
 
40 x 
Končno pomnoževanje 72 °C 5 min 1 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x  
 
Preglednica 10: Pogoji za pomnoževanje gena za CYB P. jirovecii. 
 Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 95 °C 2 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
95 °C 
59 °C 
72 °C 
30 s 
30 s 
30 s 
 
40 x 
Končno pomnoževanje 72 °C 7 min 1 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x  
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Preglednica 11: Pogoji za pomnoževanje gena za SOD P. jirovecii. 
 Temperatura Čas Število ponovitev 
Začetna denaturacija 95 °C 2 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
95 °C 
59 °C 
72 °C 
30 s 
30 s 
30 s 
 
40 x 
Končno pomnoževanje 72 °C 7 min 1 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x  
 
3.2.2 Elektroforeza v agaroznem gelu 
 
Pridelke PCR smo dokazovali z gelsko elektroforezo v 2 % agaroznem gelu. Uporabili smo 
agarozo v prahu GellyPhor® agarose (EuroClone S.p.A., Italija). Gel smo obarvali z 
barvilom SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, ZDA). Pridelke PCR smo na gel nanašali 
z nanašalnim barvilom DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA). 
Velikost pridelkov PCR smo določili s pomočjo označevalca molekulske mase GeneRuler 
100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., ZDA). Pričakovali smo pridelke PCR 
velikosti: 351 bp za DHPS, 291 bp za β-tubulin, 295 bp za mt26S rRNA, 652 bp za SOD in 
638 bp za CYB. Pridelke PCR smo vizualizirali s pomočjo presvetljevalnika UV GelDoc-
It® Imaging System (Analytik Jena, Velika Britanija).  
 
3.2.3 Določanje nukleotidnega zaporedja pridelkov PCR 
 
Pridelke PCR smo očistili z eksonukleazo I (ExoI) in termosenzitivno alkalno fosfatazo 
(FastAP) po navodilu proizvajalca Thermo Fisher Scientific Inc. (ZDA). ExoI razgradi 
enoverižno DNA, FastAP pa odstrani fosfatne skupine iz proteinov, DNA, RNA in 
nukleotidov. 
 
Sekvenčno reakcijo smo pripravili v Laboratoriju za diagnostiko zoonoz, IMI, na aparaturi 
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) po navodilu proizvajalca komercialnega 
kompleta reagentov BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 
Biosystems, ZDA). Temperaturni in časovni pogoji sekvenčne reakcije so prikazani v 
Preglednici 12. Za vsak pridelek PCR smo izvedli dve ločeni sekvenčni reakciji, po eno za 
vsako verigo v dvojni vijačnici. V vsaki sekvenčni reakciji smo uporabili po en začetni 
oligonukleotid. Za sekvenčno reakcijo smo uporabili enake začetne oligonukleotide kot za 
PCR (DHPS 3, DHPS 4, BTubF, BTubR, mt26S F, mt26S R, CytbFw, CytbRw, SODFw in 
SODRw), le da smo jih pripravili posebej in jih fizično ločili od tistih namenjenih za PCR. 
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Preglednica 12: Pogoji sekvenčne reakcije. 
 Temperatura Trajanje Število ponovitev 
Začetna 
denaturacija 
96 °C 1 min 1 x 
Denaturacija 
Naleganje 
Podaljševanje 
96 °C 
55 °C 
60 °C 
10 s 
5 s 
4 min 
 
35 x 
Hlajenje 4 °C ∞ 1 x 
 
3.2.4 Čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije 
 
Za čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije smo uporabili komercialni komplet reagentov 
BigDye® X TerminatorTM Purification Kit, ki je sestavljen iz raztopine SAMTM in reagenta 
XTerminator. Prva izboljša delovanje reagenta in ohranja integriteto pridelkov sekvenčne 
reakcije, drugi veže nevezane ostanke reakcije in s tem prepreči nespecifično vezavo barvil 
na pridelke sekvenčne reakcije. Reagenta smo najprej ogreli na sobno temperaturo. 
Mikrotitrsko ploščico s pridelki sekvenčne reakcije smo centrifugirali 1 min pri 1000 xg. 
Vsakemu pridelku sekvenčne reakcije smo dodali 90 µl raztopine SAMTM in 20 µl reagenta 
XTerminator. Ploščico smo tesno zalepili s PCR folijo in jo stresali na stresalniku MixMate 
(Eppendorf, Nemčija) 30 minut pri 2000 obratih/minuto. Na koncu smo ploščico 
centrifugirali 2 min pri 1000 xg. Sekvenciranje očiščenih pridelkov sekvenčne reakcije smo 
izvedli na aparatu ABI3500 (Applied Biosystems, ZDA).  
 
3.2.5 Analiza sekvenc 
 
Nukleotidna zaporedja smo obdelali s programskim orodjem CLC Main Workbench 6.2                                                                       
(CLC Bio, Danska) – sestavili smo nukleotidni zaporedji obeh verig posameznega lokusa 
enega izolata in preverili kvaliteto posameznih baz nukleotidnega zaporedja s premikanjem 
vzdolž zaporedja.  
 
Združevanje zaporedij različnih lokusov P. jirovecii enega izolata, večkratno poravnavo 
zaporedij različnih izolatov in izris dreves smo opravili s programom MEGA 6.06. 
Zaporedja vseh 5 lokusov enega izolata smo združili v eno zaporedje in tako dobili zaporedje 
dolgo 2336 bp. Zaporedja več izolatov smo poravnali z uporabo funkcije Align with 
MUSCLE. V poravnavo smo vključili tudi zaporedja Pneumocystis murina, ki nam je pri 
izrisu drevesa sorodnosti služila kot zunanja skupina, in sicer smo uporabili referenčna 
zaporedja P. murina, ki imajo v genski banki NCBI GenBank naslednje kode: gen za SOD 
(XM_007875480), gen za β-tubulin (XM_007875912), gen za mt26S rRNA (AB626627) in 
gen za CYB (XM_007875288) (Desoubeaux in sod., 2016). Za izris drevesa sorodnosti smo 
uporabili metodo maksimalne verjetnosti (angl. Maximum Likelihood) z uporabo 
neparametričnega testa vezanja s 1000 ponovitvami (Bootstrap=1000).  
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Za določanje genotipov naših izolatov smo uporabili referenčna zaporedja P. jirovecii, ki 
imajo v genski banki NCBI GenBank naslednje kode: gen za SOD (AF146753), gen za β-
tubulin (AF170964), gen za mt26S rRNA (M58605), gen za DHPS (AY628435) in gen za 
CYB (AF320344) (Maitte in sod., 2013). 
 
3.2.6 Obdelava podatkov o bolnikih 
 
Podatke o bolnikih in rezultatih testa PCR v realnem času smo združili v tabele in analizirali 
s pomočjo programa Microsoft Excel.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 DEMOGRAFSKE ZNAČILNOSTI PREISKOVANCEV 
 
V času od januarja 2012 do decembra 2014 je bilo v Laboratoriju za parazitologijo (LAB 
PRZ) Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo (IMI) Medicinske fakultete Univerze v 
Ljubljani za ugotavljanje okužbe z glivo Pneumocystis jirovecii preiskanih 1638 vzorcev 
504 imunokompromitiranih bolnikov (325 moških in 179 žensk). Bolniki so se zdravili na 
različnih oddelkih Onkološkega inštituta Ljubljana in klinikah Univerzitetnega kliničnega 
centra Ljubljana.  
 
Od 1638 preiskanih respiratornih vzorcev je bilo s testom PCR v realnem času dokazana 
DNA glive P. jirovecii pri 188 vzorcih, ki so pripadali 132 bolnikom. V magistrsko delo smo 
vključili izolate DNA 73 respiratornih vzorcev 53 bolnikov, ki so imeli s testom PCR v 
realnem času pražni cikel Ct < 32 (Priloga A). Od 53 bolnikov jih je bilo 41 (77 %) moških 
in 12 (23 %) žensk (Priloga B), katerih vzorce smo prejeli z 20 različnih klinik/oddelkov.  
 
Povprečna starost bolnikov je bila 48 let. Moški bolniki so bili v povprečju stari 48 let, 
ženske 46 let. Najmlajši bolnik je bil star 4 mesece, najstarejši 77 let. Večina bolnikov (47,17 
%) je bila iz starostne skupine od 45 do 65 let (20 moških/5 žensk). Najmanj vključenih 
bolnikov (1,89 %) je bilo iz starostne skupine od 5 do14 let in starostne skupine od 15 do 24 
let (1,89 %) (Priloga C). Vsi bolniki so bili imunokompromitirani, njihov anti-HIV status ni 
poznan. 
 
4.2 REZULTATI POMNOŽEVANJA DNA Pneumocystis jirovecii S PCR 
 
S PCR smo pomnoževali pet lokusov genoma glive P. jirovecii, in sicer del gena za CYB, 
SOD, mt26S rRNA, β-tubulin in DHPS. Uspešnost pomnoževanja smo preverili z gelsko 
elektroforezo. Velikosti pridelkov PCR smo preverili z označevalcem molekulske mase 100 
bp in vključitvijo pozitivne kontrole (Slika 5 in Slika 6). 
 
Pri vseh 73 (100 %) izolatih DNA iz respiratornih vzorcev smo uspešno pomnožili del gena 
za DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA in CYB, medtem ko smo del gena za SOD uspešno 
pomnožili pri 66 (90 %) izolatih DNA (Preglednica 13).  
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Slika 5: Rezultati gelske elektroforeze genov za CYB (638 bp) in SOD (652 bp). 
 
Legenda: Vzorec (1). Negativna kontrola (NK). Pozitivna kontrola (PK). Označevalec molekulske mase (100 
bp). 
 
 
Slika 6: Rezultati gelske elektroforeze genov za DHPS (351 bp), β-tubulin (291 bp) in mt26S rRNA (295 bp). 
 
Legenda: Vzorec (1). Negativna kontrola (NK). Pozitivna kontrola (PK). Označevalec molekulske mase (100 
bp). 
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4.3 GENOTIPIZACIJA GLIVE Pneumocystis jirovecii 
 
Uspešno pomnoženim delom genoma P. jirovecii smo določili nukleotidno zaporedje z 
avtomatskim sekvenciranjem. Avtomatsko sekvenciranje smo opredelili kot neuspešno, če z 
njim zaporedja nismo pridobili ali je bila dolžina sekvence prekratka. Iz nadaljnje analize 
smo izločili tudi zaporedja s heterogenimi mesti, kar smo opazili pri 1 zaporedju dela gena 
za CYB, 1 zaporedju dela gena za SOD in pri 4 zaporedjih dela gena za mt26S rRNA. 
 
Nukleotidna zaporedja dela gena za DHPS smo uspešno določili vsem 73 (100 %) pridelkom 
PCR dela gena za DHPS, 65 (89 %) pridelkom PCR dela gena za β-tubulin, 68 (93 %) 
pridelkom PCR dela gena za mt26S rRNA, 69 (95 %) pridelkom PCR dela gena za CYB in 
54 (82 %) pridelkom PCR dela gena za SOD (Preglednica 13).  
 
Preglednica 13: Število pomnoženih genskih produktov in sekvenciranih izolatov z deležem uspešnosti za pet 
genskih produktov: DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA, CYB in SOD. 
Genski 
produkt 
Število uspešno 
pomnoženih 
genskih produktov  
Delež uspešno 
pomnoženih 
genskih produktov 
(%) 
Število uspešno 
sekvenciranih 
izolatov 
Delež uspešno 
sekvenciranih 
izolatov (%) 
DHPS 73 100 73 100 
β-tubulin 73 100 65 89 
mt26S 
rRNA 
73 100 68 93 
CYB 73 100 69 95 
SOD 66 90 54 82 
 
Nukleotidna zaporedja vseh petih lokusov genoma P. jirovecii smo uspešno določili pri 
40/73 (55 %) izolatih 32 bolnikov s PCP (Slika 7). Od tega je bilo 22 moških in 10 žensk. 
Zaporedja vseh 5 lokusov enega izolata smo združili v eno skupno zaporedje in tako pridobili 
zaporedje dolgo 2336 bp. Nukleotidna zaporedja P. jirovecii različnih izolatov istega bolnika 
so bila identična, zato smo v analizo sorodnosti nukleotidnih zaporedij vključili le zaporedja 
32 izolatov enakega števila bolnikov. Od nukleotidnih zaporedij istega bolnika smo vedno 
uporabili tista, ki so ustrezala P. jirovecii iz prve prejete kužnine bolnika.  
 
Zaporedja 32 izolatov in zaporedja Pneumocystis murina, ki smo jih uporabili kot zunanjo 
skupino, smo poravnali z uporabo funkcije Align with MUSCLE programa MEGA 6.06. S 
programom MEGA 6.06 smo tudi izrisali drevo sorodnosti (Slika 8). 
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Slika 7: Slikovni prikaz treh korakov izbiranja ustreznih vzorcev za našo raziskavo. 
 
Legenda: 73 vzorcev 53 bolnikov smo sekvencirali (1). Od 73 vzorcev je bilo sekvenciranje uspešno pri 40 
vzorcih. Ostalih 33 vzorcev ni bilo uspešno sekvenciranih. Od 40 vzorcev 32 bolnikov smo izločili 
ponavljajoče vzorce enakih bolnikov (2). Genotipizacijo z MLST smo opravili z 32 vzorci 32 bolnikov in 
izrisali drevo sorodnosti, ki je prikazano na sliki 8 (3). 
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Slika 8: Filogenetsko drevo izolatov P. jirovecii glede na nukleotidne sekvence genov za DHPS, β-tubulin, 
mt26S rRNA, CYB in SOD. 
 
Za izris drevesa smo uporabili metodo največje verjetnosti (angl. Maximum Likelihood) z neparametričnim 
testom vezanja 1000 (Bootstrap = 1000). Zaporedja Pneumocystis murina predstavljajo zunanjo skupino. 
 
Kot je razvidno iz Slike 8, zajema filogenetsko drevo 32 izolatov iz naše raziskave in enega 
predstavnika zunanje skupine P. murina. Izolati se opazno ločijo v 7 genotipskih skupin z 
dvema ločenima izolatoma, ki se ne uvrščata v nobeno od 5 skupin, ampak sta uvrščena 
posamezno v svojo skupino. V skupini 1 so nukleotidna zaporedja 17 izolatov, pri čemer so 
pri 15 izolatih identična, medtem ko se zaporedji dveh izolatov od ostalih razlikujeta. Izolat 
vzorca s protokolno številko 12-1436 se od ostalih loči v enem nukleotidu, in sicer na mestu 
839 gena za CYB. Kot referenčno zaporedje AF320344 gena za CYB, ima tudi izolat 12-
1436 na tem mestu C za razliko od ostalih izolatov, ki imajo T na mestu 839 gena za CYB 
(Priloga D). Izolat vzorca s protokolno številko 12-2415 se od ostalih iz skupine 1 loči v 
dveh nukleotidih, in sicer na položaju 857 gena za β-tubulin (T857C) in na mestu 168 gena 
za SOD (T168A) (Priloga D). Vsi izolati skupine 1 imajo enako nukleotidno zaporedje v 
odseku gena za DHPS in gena mt26S rRNA.  
 
Znotraj skupine 2 je šest izolatov. Vsem je skupno enako zaporedje za SOD in DHPS. V 
skupini 2 imata identični nukleotidni zaporedji izolata 14-2170 in 14-3062, medtem ko se 
zaporedja ostalih izolatov med seboj razlikujejo v vsaj 3 nukleotidih. Razlike med izolati iz 
skupine 2 in referenčnimi zaporedji iz genske banke so prikazane v Prilogi B.  
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Skupina 3 vključuje dva izolata (14-3019 in 14-2577), pri katerih smo ugotovili identično 
nukleotidno zaporedje.  
 
V skupino 4 so se uvrstili izolati 13-1580, 12-1609 in 14-2790, ki imajo identično 
nukleotidno zaporedje v genu SOD. Zaporedji izolatov 12-1609 in 14-2790 se razlikujeta v 
enem nukleotidu, in sicer na položaju 876 gena za β-tubulin. Zaporedje izolata 13-1580 se 
od njiju razlikuje v štirih oz. 5 nukleotidih (Priloga D).  
 
V skupini 5 sta izolata 14-3911 in 14-1024 z identičnima zaporedjema nukleotidov. Na 
drevesu se ločita še dva posamezna vzorca (14-1264 in 12-2789), ki se ne uvrščata v nobeno 
od petih skupin. Vzorec 14-1264 izstopa zaradi točkovnih mutacij v genu za SOD (Priloga 
D).  
 
Referenčna zaporedja za lokuse CYB, SOD, mt26S rRNA, β-tubulin in DHPS smo pridobili 
iz genske banke NCBI GenBank. Točkovne mutacije v zaporedjih naših izolatov glede na 
referenčna zaporedja so prikazana v Prilogi B.  
 
Z genotipizacijo petih lokusov glive P. jirovecii, izolirane iz kužnin bolnikov s PCP, smo 
ugotovili 15 različnih sekvenčnih tipov, ki se razvrščajo v sedem genotipskih skupin. Naši 
izolati so imeli največje število variabilnih mest v genu za SOD. Določili smo jih 9. Sledi 
gen za CYB s 5 variabilnimi mesti. Glede na število variabilnih mest mu sledita še gena za 
mt26S rRNA in β-tubulin, ki imata vsak po 4 variabilna mesta. V genu za DHPS v naši 
raziskavi nismo ugotovili variabilnih mest. 
 
V Preglednici 14 so navedene protokolne številke 32 respiratornih vzorcev 32 bolnikov in 
oznake klinik, ki so na IMI poslale vzorce bolnikov. Oznake klinik se nanašajo na vzorce, 
ki smo jih prejeli iz različnih oddelkov Onkološkega inštituta Ljubljana in različnih klinik 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Ta podatek je ključen za ugotavljanje možnega 
znotraj bolnišničnega prenosa P. jirovecii. Glede na čas sprejema vzorca na IMI in kliniko, 
od koder smo vzorec prejeli, izstopata vzorca 13-1952 in 13-2025 z identičnim genotipom, 
poslana s Klinike 4 v istem mesecu, vzorca 13-2008 in 13-2225 z identičnim genotipom, 
poslana s Klinike 1 v istem mesecu in vzorca 13-3722 in 14-184 z identičnim genotipom, 
prav tako poslana s Klinike 1 v istem mesecu. Pri drugih izolatih ni opaziti korelacije med 
kliniko, časom sprejema na IMI in genotipom.  
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Preglednica 14: Protokolne številke vzorcev, vključenih v analizo sorodnosti, njihova razvrstitev v genotipske 
skupine in oznaka klinike, od koder so bili vzorci poslani na IMI.  
 
Oznake klinik se nanašajo na vzorce, ki smo jih prejeli iz različnih oddelkov Onkološkega inštituta Ljubljana 
in različnih klinik Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Z rdečo barvo so označeni vzorci, ki se od 
drugih v svoji skupini ločijo po vsaj enem nukleotidu. 
Zaporedna 
številka 
Protokolna številka 
vzorca 
Genotipska 
skupina Oznaka klinike 
1 12-1436  
skupina 1 
Klinika 3 
2 12-1951 Klinika 11 
3 12-2353 Klinika 17 
4 12-2415  Klinika 12 
5 12-3802 Klinika 15 
6 12-3876 Klinika 2 
7 13-1390 Klinika 10 
8 13-1952 Klinika 4 
9 13-2008 Klinika 1  
10 13-2025 Klinika 4 
11 13-2225 Klinika 1 
12 13-2735 Klinika 9 
13 13-2920 Klinika 4 
14 13-3714 Klinika 11 
15 13-3722 Klinika 1 
16 14-184 Klinika 1 
17 14-1792 Klinika 1 
18 12-1019  
skupina 2 
Klinika 9 
19 13-178  Klinika 1 
20 12-2875 Klinika 1 
21 12-2643 Klinika 2 
22 14-2170  Klinika 6 
23 14-3062 Klinika 1 
24 14-3019 
skupina 3 
Klinika 6 
25 14-2577 Klinika 3 
26 13-1580 
skupina 4 
Klinika 2 
27 12-1609  Klinika 2 
28 14-2790 Klinika 6 
29 14-3911 
skupina 5 
Klinika 16 
30 14-1024 Klinika 16 
31 14-1264 skupina 6 Klinika 2 
32 12-2789 skupina 7 Klinika 14 
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5 RAZPRAVA 
 
Pneumocystis jirovecii je ubikvitaren mikroorganizem, ki je bil sprva uvrščen med praživali 
in so ga kasneje na podlagi raziskav genoma uvrstili med glive (Helweg-Larsen, 2004). Njen 
edini gostitelj je človek, kjer parazitira v dihalih. Da se je Pneumocystis na človeka 
evolucijsko dobro prilagodil, priča dejstvo, da ga in vitro ni možno gojiti (Morris in Norris, 
2012). Okužbe s P. jirovecii se med ljudmi širijo kapljično, zato lahko prihaja do večjih 
izbruhov znotraj bolnišničnega okolja. Povzroča PCP po vsem svetu, najpogosteje pri 
imunsko oslabljenih bolnikih. Pri bolnikih z AIDS-om je celo postal vodilni povzročitelj 
smrti. Z uvedbo preventivnega zdravljenja bolnikov, okuženih s HIV, je prevalenca okužb s 
P. jirovecii močno upadla, a kljub temu pri imunsko oslabljenih bolnikih v Evropi še vedno 
predstavlja drugo najpogostejšo glivno povzročiteljico okužb (Alanio in sod., 2016; 
Schmiedel in Zimmerli, 2016). 
 
V času od januarja 2012 do decembra 2014 je bilo v Laboratoriju za parazitologijo, Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo, MF v Ljubljani glede okužbe s P. jirovecii preiskanih 
1638 vzorcev 504 imunokompromitiranih bolnikov, ki so se zdravili na oddelkih 
Onkološkega inštituta Ljubljana in klinikah Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. S 
testom PCR v realnem času smo pri 188 vzorcih od 1638 bolnikov dokazali DNA omenjene 
glive. V magistrsko delo smo vključili izolirano DNA iz 73 respiratornih vzorcev 53 
bolnikov, ki so imeli pri testu PCR v realnem času pražni cikel Ct < 32. Po poročanju 
Fauchierja in sod. (2016) imajo bolniki, ki so HIV pozitivni, višje glivno breme v kužnini in 
zato pomeni pri njih vrednost Ct pod 27 aktivno okužbo s P. jirovecii. Vrednosti Ct, ki so 
nad 30, pomenijo kolonizacijo. Pri drugih imunokompromitiranih bolnikih je glivno breme 
v kužnini nižje, zato za aktivno okužbo veljajo vrednosti Ct < 31, medtem ko vrednosti Ct 
nad 35 opredeljujejo kolonizacijo (Fauchier in sod., 2016). Za naše bolnike nismo imeli 
podatka o morebitni okužbi z virusom HIV, vendar glede na nizke vrednosti Ct (Ct < 32) 
testa PCR v realnem času predvidevamo, da so imeli vsi bolniki aktivno okužbo s P. 
jirovecii. 
 
Raziskave z uporabo molekularno-biološke diagnostike nakazujejo, da se PCP v zadnjih 
letih pogosteje pojavlja med HIV negativnimi imunokompromitiranimi bolniki, predvsem 
pri bolnikih po presaditvi organov. Pri teh je potek bolezni PCP veliko težji in burnejši zaradi 
delovanja imunskega sistema (Maschmeyer in sod., 2016). 
 
Molekularno-biološke metode omogočajo najboljši pristop za ugotavljanje genotipov P. 
jirovecii, ki pri ljudeh povzročajo PCP. Za genotipizacijo glive P. jirovecii, izolirane iz 
kužnin bolnikov s PCP v Sloveniji, smo v magistrskem delu uporabili metodo MLST (angl. 
Multilocus Sequence Typing). Metoda MLST velja za zlati standard pri epidemioloških 
raziskavah PCP. Je kompleksna in dolgotrajna metoda, vendar v določenih primerih nujna, 
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saj omogoča ločevanje organizmov med seboj že na osnovi razlike enega samega nukleotida 
v izbranem delu genoma (Maitte in sod., 2013). 
 
Na osnovi tipizacije z metodo MLST, podatkov o času sprejema bolnikov s PCP v 
zdravstveno ustanovo in podatkov o zdravstveni ustanovi, ki je bolnika s PCP sprejela, smo 
poskušali ugotoviti, ali bi lahko prišlo do prenosa P. jirovecii med bolniki, vključenimi v 
raziskavo. Ugotovitev istega genotipa pri različnih bolnikih, ki so bili sočasno sprejeti v 
določeno zdravstveno ustanovo oz. so se v njej zdravili, bi lahko nakazovalo na možen 
prenos P. jirovecii med njimi (Maitte in sod., 2013; Desoubeaux in sod., 2016). 
 
Pomemben cilj naše raziskave je bil tudi pripraviti primeren genotipizacijski protokol, ki 
nam bi omogočal učinkovito epidemiološko spremljanje povzročitelja, predvsem ob 
morebitnih izbruhih v bolnišničnem okolju. V ta namen smo morali izbrati lokuse za 
genotipizacijo tako, da bi imela genotipizacijska metoda čim višjo diskriminatorno moč. V 
naši raziskavi smo za genotipizacijo uporabili pet različnih genskih lokusov genoma P. 
jirovecii. Sprva smo želeli za genotipizacijo analizirati štiri genske lokuse, in sicer odsek 
gena za DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA in ITS. Ker pri sekvenciranju pomnožkov gena za 
ITS nismo dobili jasnih kromatogramov, smo genotipizacijo lokusa za ITS opustili. Do 
podobnih opažanj so prišli tudi Depypere in sod. (2016). Pri raziskovanju izbruhov PCP na 
onkološkem oddelku in enoti za presaditve organov v bolnišnici UZ Leuven v Belgiji so 
ugotovili, da je bila tipizacija glede na regijo ITS večinoma neuspešna. Od 20 izolatov P. 
jirovecii jim na regiji za ITS ni uspelo pridobiti sekvence niti za enega. Težave z regijo ITS 
so imeli tudi Thomas in sod. (2011), vendar je bila uspešnost pomnoževanja le-te višja kot 
pri nas. Regija za ITS je po podatkih iz literature najbolj variabilna in informativna regija 
(Sun in sod., 2015). Predpostavlja se, da je vzrok za nejasne kromatograme lokusa za ITS 
nespecifično pomnoževanje regije za ITS komenzalnih gliv, ki so prav tako prisotne v 
pljučih in možnih mešanih okužb z različnimi genotipi P. jirovecii (Maitte in sod., 2013; 
Depypere in sod., 2016). Omenjeno težavo bi bilo možno razrešiti s kloniranjem gena. Ta 
način je ustrezen v primeru testiranja majhnega števila izolatov (Sun in sod., 2015). Žal je 
bilo število izolatov v naši raziskavi preveliko, da bi bilo kloniranje regije za ITS finančno 
sprejemljivo.  
 
V naši raziskavi smo za potrebe genotipizacije vključili odseke genov za DHPS, β-tubulin, 
mt26S rRNA in namesto regije za ITS dva lokusa, in sicer odsek gena za CYB in SOD. S 
tem smo povečali diskriminatorno moč MLST. Pri izbiranju lokusov za genotipizacijo velja, 
da mora biti za ustrezno ločevanje med genotipi vrednost t.i. Hunterjevega indeksa (H-
indeks) vsaj 0,95. Maitte in sod. (2013) so ugotovili, da je za genotipizacijo P. jirovecii 
najbolj optimalna kombinacija lokusov za SOD, CYB in mt26S rRNA s H-indeksom 0,987. 
Poleg teh treh lokusov smo v naši raziskavi genotipizirali še lokusa za DHPS in β-tubulin in 
s tem diskriminatorno moč še povečali, kljub temu da imata ta dva lokusa najmanjše število 
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opisanih alelnih polimorfizmov (Maitte in sod., 2013; Alanio in sod., 2016; Schmoldt in 
sod., 2008).  
 
Analiziranje lokusa za DHPS se v epidemioloških raziskavah uporablja tudi za ugotavljanje 
odpornosti P. jirovecii proti profilaktičnim terapevtskim sredstvom. Namreč, mutacija v 
genu za DHPS na mestu 55 privede do spremembe aminokisline Trp v Ala in na mestu 57 
do spremembe aminokisline Pro v Ser, kar vodi do odpornosti glive proti 
trimetoprim/sulfametoksazolu. Več odpornih sevov P. jirovecii so dokazali pri HIV 
pozitivnih bolnikih s PCP (Alanio in sod., 2016; Kazanjian in sod., 1998; Matos in Esteves, 
2010a), medtem ko je pri drugih imunokompromitiranih bolnikih s PCP opisanih manj 
mutiranih sevov. Zanimivo je, da so tudi pri bolnikih, ki niso prejemali profilakse s 
trimetoprim/sulfametoksazolom, dokazali okužbo z glivo P. jirovecii, ki je imela mutacije 
na omenjenih mestih gena za DHPS. To kaže na možnost, da pojavljanje teh mutant ni 
odvisno samo od selekcijskega pritiska zaradi uporabe zdravil, ampak je lahko tudi rezultat 
prenosa odpornih gliv med bolniki (Hauser in sod., 2010). 
 
Pri naših bolnikih, ki so bili okuženi s P. jirovecii, nismo dokazali mutacij na genu za DHPS, 
ki bi bile v povezavi s sulfonamidno rezistenco. Tyagi in sod. (2011) so ugotovili DHPS 
mutanto P. jirovecii le pri 1/24 bolnikov s PCP. Tudi drugi raziskovalci so ugotovili, da se 
pri sekvenciranju gena za DHPS večinoma pojavlja t.i. divji tip tega gena (WT), t.j. 
nemutirana, najpogostejša oblika gena (Maitte in sod., 2013; Esteves in sod., 2008; Esteves 
in sod., 2010a).  
 
Gen za mt26S rRNA se v genotipizacijskih raziskavah velikokrat uporablja samostojno. 
Čeprav je vrednost H-indeksa ob uporabi zgolj tega lokusa le 0,751, je diskriminatorna moč 
še vedno občutno višja kot če uporabimo kateregakoli od ostalih lokusov samostojno (Maitte 
in sod., 2013). Depypere in sod. (2016) so spoznali, da je lokus za mt26S rRNA podobno 
kot lokus za ITS zelo variabilen. Pri sekvenciranju pomnožkov gena za mt26S rRNA so 
kromatogrami jasni, pa tudi izplen pomnoževanja tega gena je višji v primerjavi s 
pomnoževanjem genov za ITS, SOD, CYB, DHFR in β-tubulin. Glede na uspešnost 
sekvenciranja so ugotovili, da genu za mt26S rRNA sledi gen za CYB, nato sta gena za SOD 
in β-tubulin z enakim deležem uspešnosti in na zadnjem mestu je, kot rečeno, gen za ITS 
(Depypere in sod., 2016). 
 
V naši raziskavi smo ugotovili največjo variabilnost v genu za SOD, kjer smo opazili genske 
polimorfizme na devetih različnih mestih. Žal smo imeli s tem lokusom najmanj uspeha tako 
pri njegovem pomnoževanju kot tudi pri sekvenciranju. Nukleotidno zaporedje dela gena za 
SOD nam je uspelo določiti le pri 74 % izolatov. Po številu variabilnih mest je v naši 
raziskavi genu za SOD sledil gen za CYB s petimi variabilnimi mesti. Nukleotidno zaporedje 
dela gena za CYB nam je uspelo določiti pri 95 % izolatov. Za razliko od ugotovitev 
Depypere in sod. (2016) smo v našem primeru pri genu za mt26S rRNA našli le štiri 
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variabilna mesta, enako kot pri genu za β-tubulin. Nukleotidno zaporedje dela gena za β-
tubulin nam je uspelo določiti pri 89 % izolatov, nukleotidna zaporedja dela gen za mt26S 
rRNA pa pri 93 % izolatov.  
 
Nacionalni inštitut za javno zdravje Republike Slovenije ne vodi evidence o bolnikih s PCP, 
zato je težko oceniti, kakšna je pri nas letna incidenca okužbe s to glivo in kakšno stopnjo 
grožnje predstavlja. Na IMI Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani smo v letih med 2012 
in 2014 prejeli 1638 respiratornih vzorcev 504 bolnikov s pljučnico, od katerih jih je bilo 
132 (26 %) z dokazano okužbo s P. jirovecii. Kot rečeno, z našo raziskavo smo želeli 
vzpostaviti najprimernejši genotipizacijski protokol za učinkovito epidemiološko 
spremljanje glive, ki do sedaj v LAB PRZ še ni bil vzpostavljen. Genotip P. jirovecii smo 
na vseh petih uporabljenih lokusih uspešno določili pri 40/73 (55 %) izolatih 32 bolnikov s 
PCP. Od 10/32 bolnikov smo prejeli več kot en respiratorni vzorec. Nukleotidna zaporedja 
P. jirovecii iz različnih vzorcev istega bolnika so bila identična. S tem smo pokazali, da ima 
genotipizacijska metoda dobro ponovljivost.  
 
V naši raziskavi smo pri 32 bolnikih s PCP določili 15 različnih sekvenčnih tipov P. jirovecii, 
ki se razvrščajo v sedem skupin genotipov. V genotipski skupini 1 je 15 izolatov P. jirovecii 
imelo enaka nukleotidna zaporedja, medtem ko se je izolat 12-1436 razlikoval v 1 nukleotidu 
gena za CYB in izolat 12-2415 v 1 nukleotidu gena za SOD in 1 nukleotidu gena za β-
tubulin. Pri proučevanju možnosti morebitnega prenosa P. jirovecii med bolniki, 
vključenimi v raziskavo, smo upoštevali dobo 11 tednov, ker je pri PCP inkubacijska doba 
od 3 do 12 tednov, vendar se izločanje glive prične sedem dni po okužbi (Depypere in sod., 
2016). Poleg tega smo opazili, da v skupini 1 izstopata izolata 13-1952 in 13-2025 z 
identičnimi nukleotidnimi zaporedji, ki sta bila poslana s Klinike 4 v istem mesecu, vzorca 
13-2008 in 13-2225 z identičnimi nukleotidnimi zaporedji, poslana s Klinike 1 v istem 
mesecu in vzorca 13-3722 in 14-184 z identičnimi nukleotidnimi zaporedji, prav tako 
poslana s Klinike 1 v istem mesecu. Možno je, da so bolniki tekom zdravljenja med seboj 
prišli v stik, s čemer bi lahko med njimi prišlo do prenosa P. jirovecii istega sekvenčnega 
tipa. Pri ostalih vzorcih iz skupine 1 nismo našli povezave glede na čas sprejema vzorca na 
IMI in glede na kliniko, od koder smo vzorec prejeli. Bolniki, katerim so bili vzorci odvzeti, 
so bili zdravljeni v različnih časovnih obdobjih na različnih klinikah/oddelkih, kar pomeni 
malo možnosti za prenos P. jirovecii med njimi.  
 
V genotipski skupini 2 je šest vzorcev. Identična nukleotidna zaporedja imata le vzorca 14-
2170 in 14-3062, poslana v časovnem razmaku treh mesecev vendar z različnih klinik. V 
skupini 3 sta dva vzorca z identičnimi nukleotidnimi zaporedji, prav tako poslana z različnih 
klinik (Klinika 6 in Klinika 1). V skupini 4 so trije vzorci, katerih nukleotidna zaporedja se 
med seboj razlikujejo. Vzorca 13-1580 in 12-1609 sta bila oba poslana s Klinike 2 vendar v 
razmaku enega leta, vzorec 14-2790 pa je bil poslan s Klinike 6. V skupino 5 se uvrščata dva 
vzorca z identičnimi nukleotidnimi zaporedji, poslana z iste klinike, vendar je časovni 
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razmak med njima prevelik, da bi se bolnika, katerima pripadata, lahko srečala. Skupini 6 in 
7 predstavlja vsako po en vzorec z nukleotidnimi zaporedji, ki se razlikujejo od vseh zgoraj 
omenjenih. Do podobnih ugotovitev glede bolnišničnega prenosa P. jirovecii so prišli tudi 
Depypere in sod. (2016). Tudi v njihovi raziskavi ni bilo večjih bolnišničnih izbruhov PCP. 
Ista genotipa sta se pojavila dvakrat pri po dveh bolnikih, ki pa se, glede na zbrane 
epidemiološke podatke, v nobenem izmed obeh primerov nista srečala. Za razliko od naših 
ugotovitev mnoge druge študije govorijo v prid prenosu enega genotipa med več bolniki in 
s tem povzročitvi bolnišničnih izbruhov (Yiannakis in sod., 2016; Schmoldt in sod., 2008; 
Curran in sod., 2013; Nankivell in sod., 2013; Chapman in sod., 2013; Cheung in sod., 1994; 
Sassi in sod., 2012). 
 
Potrebno je upoštevati tudi možnost vzdrževanja določenega tipa P. jirovecii na 
oddelku/kliniki preko koloniziranega osebja. Zdravstveni delavci, ki so v rednem stiku z 
bolniki s PCP, lahko namreč predstavljajo pomemben rezervoar P. jirovecii (Lundgren in 
sod., 1997). Določen sekvenčni tip P. jirovecii se preko bolnišničnega osebja lahko na 
oddelku/kliniki zadržuje tudi daljše časovno obdobje in se prenaša na nove 
imunokompromitirane bolnike. Če bolniki s PCP tekom svojega zdravljenja prehajajo z 
oddelka na oddelek ali s klinike na kliniko so lahko tudi sami medbolnišnični/medoddelčni 
prenašalci glive.  
 
Genotipizacija P. jirovecii je lahko kompleksna tudi zaradi različnega glivnega bremena pri 
različnih bolnikih in v različnih kužninah ter zaradi možnih mešanih okužb z različnimi 
genotipi P. jirovecii. Glivno breme se močno razlikuje pri bolnikih s PCP, ki so okuženi s 
HIV in HIV negativnimi imunokompromitiranimi bolniki. Če pri HIV negativnih 
imunokompromitiranih bolnikih dokažemo glivno DNA že v kužninah zgornjih dihal, je 
glivno breme v okolici alveol še višje, medtem ko odsotnost glive v zgornjih dihalih ne 
izključuje okužbe spodnjih dihal. Zato je pri teh bolnikih priporočljivo odvzeti tudi BAL. 
Pri HIV pozitivnih bolnikih je glivno breme višje in so zato ustrezne že kužnine iz zgornjega 
respiratornega trakta (Mühlethaler in sod., 2012; Guigue in sod., 2014). Glivno breme se 
razlikuje tudi glede na odvzeto kužnino (Morris in Norris, 2012). Najpogosteje odvzeta in 
tudi najustreznejša kužnina je BAL, ki za odvzem zahteva invazivni pristop (Alanio in sod., 
2016). Druge kužnine so sputum, inducirani sputum, aspirat traheje in izpirek bronha. Pri 
mnogih bolnikih invazivni odvzem ni možen, zato se pri naši raziskavi nismo omejili le na 
eno vrsto kužnine, ampak smo uporabili vse vzorce, ki so bili s testom PCR v realnem času 
pozitivni. Mešane okužbe so prav tako lahko ovira pri genotipizaciji. Hauser in sod. (2004) 
so ugotovili, da so mešane okužbe z dvema ali več sekvenčnimi tipi zelo pogoste. V 
raziskavo so vključili 430 vzorcev bolnikov s PCP iz 15 bolnišnic po Evropi. Okužbo z enim 
genotipom P. jirovecii so dokazali pri 30 % bolnikov, z dvema genotipoma pri 45% bolnikov 
in pri 25 % bolnikov okužbo z dvema ali več genotipi.V naši raziskavi smo pri bolnikih, 
katerih izolati so bili uspešno genotipizirani vsaj na enem lokusu, ugotovili le 8,2 % (6/73) 
mešanih okužb, kar je manj kot poročajo v drugih raziskavah (Hauser, 2004; Alanio in sod., 
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2016; Esteves in sod., 2010b; Helweg-Larsen in sod., 2001; Robert-Gangneux in sod., 2014). 
Od teh šestih izolatov smo samo pri dveh uspešno pridobili zaporedja na vseh petih lokusih.  
 
Podobno kot v drugih raziskavah (Maitte in sod., 2013; Sassi in sod., 2012) tudi mi menimo, 
da je potrebno za učinkovito epidemiološko spremljanje okužb s P. jirovecii uporabiti 
genotipizacijo z vsaj tremi dovolj variabilnimi genskimi lokusi. Dodatno lahko uporabimo 
tudi sicer manj variabilen lokus za DHPS, s čimer ugotovimo rezistenco glive proti 
terapevtskim sredstvom, ki so namenjeni profilaktičnemu zdravljenju. Čeprav smo za 
genotipizacijo uporabili pet lokusov genoma P. jirovecii in s tem povečali diskriminatorno 
moč, smo v naši raziskavi ugotovili, da je imelo 66 % (21/32) izolatov sekvenčni tip, ki je 
bil identičen sekvenčnemu tipu vsaj še enega uspešno genotipiziranega izolata. 
 
Dihala otrok in imunokompetentnih odraslih so pogosto kolonizirana s P. jirovecii, kar 
pomeni, da lahko le-ti predstavljajo možen vir okužbe za imunsko oslabljene bolnike. 
Uvedba bolnišničnih higienskih ukrepov in upoštevanje smernic za profilaktično zdravljenje 
je zato ključnega pomena pri preprečevanju prenosa glive. Bolnike s PCP je potrebno ločiti 
od ostalih imunsko oslabljenih bolnikov in uvesti redna izobraževanja zdravstvenega osebja, 
ki prav tako lahko predstavlja rezervoar P. jirovecii v bolnišnicah (Yiannakis in Boswell, 
2016). 
 
  
Robič E. Genotipizacija glive Pneumocystis jirovecii izolirane iz kužnin bolnikov s pnevmocistozo.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
37 
6 SKLEPI 
 
 V naši raziskavi smo pri bolnikih s PCP dokazali 15 različnih genotipov glive P. 
jirovecii, ki se razvrščajo v 7 skupin. 
 
 Sklepamo, da je diskriminatorna moč MLST na osnovi lokusov DHPS, β-tubulin, 
mt26S rRNA, CYB in SOD zadostna za epidemiološko spremljanje glive, bi pa v 
primeru suma na izbruh PCP priporočili še genotipizacijo lokusa za ITS P. jirovecii, 
ki ima po podatkih iz literature najvišjo diskriminatorno moč. 
 
 Na podlagi rezultatov genotipizacije glive in nam dostopnih epidemioloških 
podatkov o bolnikih predvidevamo, da med leti 2012 in 2014 znotraj bolnišničnih 
oddelkov Onkološkega inštituta Ljubljana in različnih klinik Univerzitetnega 
kliničnega centra Ljubljana, od koder smo prejeli vzorce bolnikov, ni bilo izbruhov 
PCP, možni pa so bili trije prenosi med bolniki. Za razjasnitev le-teh bi potrebovali 
dodatne epidemiološke podatke bolnikov. 
 
 Pri izolatih P. jirovecii bolnikov, vključenih v raziskavo, ni bilo mutacij, ki bi 
nakazovale na odpornost glive proti sulfonamidom. 
 
 Največji alelni polimorfizem smo v naši raziskavi ugotovili pri genu za SOD, po 
variabilnosti mu sledijo gen za CYB, mt26S rRNA in β-tubulin, medtem ko v genu 
za DHPS alelnih polimorfizmov nismo ugotovili. 
 
 Pri ugotavljanju aktivne okužbe s P. jirovecii je potrebno upoštevati ustrezno 
klinično sliko bolnika, serumske vrednosti β-(1,3)-D-glukana in rezultate PCR v 
realnem času. 
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7 POVZETEK 
 
Gliva P. jirovecii ogroža HIV pozitivne in HIV negativne imunokompromitirane bolnike. 
Gliva je ubikvitarna, evolucijsko dobro prilagojena na človeka, ki je njen edini gostitelj. V 
okolju naj bi se pojavljala tudi v prsti in stoječih vodah, predvsem pa so njen rezervoar ljudje 
z normalno delujočim imunskim sistemom. Do četrtega leta starosti predvidoma pridejo z 
njo v stik že vsi otroci, vendar pri večini okužba poteka brezsimptomno. Gliva ima dve 
glavni razvojni obliki: cisto in trofozoit. Cista omogoča preživetje izven gostitelja in prenos 
s človeka na človeka, medtem ko so trofozoiti prisotni v večjem številu v pljučih med aktivno 
okužbo. Gliva živi v tesni povezavi z gostiteljevim alveolarnim sistemom, kar onemogoča 
njeno gojenje in vitro. Bolnišnično okolje je zaradi njene tarčne populacije in načina prenosa 
najprimernejše za izbruhe PCP.  
 
Za razumevanje epidemioloških značilnosti P. jirovecii se v današnjem času uporabljajo 
genotipizacijske metode. V naši raziskavi smo glivo pri bolnikih s PCP genotipizirali z 
metodo MLST, in sicer na podlagi petih različnih lokusov: DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA, 
CYB in SOD. V raziskavo smo vključili 73 respiratornih vzorcev 53 bolnikov, zdravljenih 
na različnih oddelkih Onkološkega inštituta Ljubljana in klinikah Univerzitetnega kliničnega 
centra Ljubljana od januarja 2012 do decembra 2014. Kužnine bolnikov so bile poslane v 
Laboratorij za parazitologijo Inštituta za mikrobiologijo in imunologijo MF UL. Na vseh 
petih lokusih smo glivo uspešno genotipizirali pri 40 vzorcih 32 bolnikov. Ugotovili smo 15 
različnih sekvenčnih tipov P. jirovecii, ki so se ločili v sedem genotipskih skupin. Največji 
alelni polimorfizem smo opazili pri genu za SOD, najmanjši pri genu za DHPS. Na podlagi 
rezultatov genotipizacije glive in nam dostopnih epidemioloških podatkov o bolnikih 
predvidevamo, da med leti 2012 in 2014 na klinikah/bolnišničnih oddelkih, od koder smo 
prejeli vzorce bolnikov, ni bilo izbruhov PCP, možnih pa je bilo nekaj posameznih prenosov 
med bolniki. Za razjasnitev le-teh bi potrebovali dodatne epidemiološke podatke o bolnikih. 
V raziskavi smo tudi ugotovili, da pri izolatih P. jirovecii ni bilo mutacij, ki bi nakazovale 
na odpornost glive proti sulfonamidni profilaksi. Sklepamo, da je diskriminatorna moč 
MLST na osnovi lokusov DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA, CYB in SOD zadostna za 
epidemiološko spremljanje glive, bi pa v primeru suma na izbruh PCP priporočili še 
genotipizacijo lokusa za ITS P. jirovecii, ki ima po podatkih iz literature najvišjo 
diskriminatorno moč. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Seznam 73 vzorcev 53 bolnikov z njihovimi podatki o spolu in starosti, z označbo klinike, kjer so 
bili bolniki sprejeti, ter z vrednostmi Ct, dobljenimi s PCR v realnem času.  
 
Vzorci istega bolnika so označeni z isto barvo. V protokolni številki vzorca prvi dve mesti predstavljata leto 
sprejema vzorca na IMI. Oznake klinik se nanašajo na vzorce, ki smo jih prejeli iz različnih oddelkov 
Onkološkega inštituta Ljubljana in različnih klinik Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. 
Zaporedna 
št. vzorca 
Protokolna 
št. vzorca 
Označba klinike Spol Starost 
Tip 
vzorca 
Ct (real time 
PCR) 
1 12-484 Klinika 18 moški 3 BAL 24,9 
2 12-981 Klinika 9 moški 32 AT 25,1 
3 12-1019 * Klinika 9 moški 32 AT 30,4 
4 12-1239 Klinika 11 ženski 58 BAL 28,9 
5 12-1286 Klinika 13 moški 0 AT 24,7 
6 12-1436 * Klinika 3 moški 0 BAL 30,9 
7 12-1601 Klinika 2 moški 56 IS 21,9 
8 12-1609 * Klinika 2 moški 56 BAL 24,3 
9 12-1951 * Klinika 11 moški 40 IS 24,9 
10 12-1952 Klinika 11 moški 40 BAL 27,8 
11 12-1953 Klinika 11 moški 40 BAL 27,6 
12 12-2321 Klinika 15 ženski 71 BAL 29,1 
13 12-2353 * Klinika 17 moški 59 S 30,9 
14 12-2415 * Klinika 12 moški 62 BAL 27,5 
15 12-2416 Klinika 12 moški 62 BAL 24,2 
16 12-2444 Klinika 10 moški 64 BAL 31,2 
17 12-2554 Klinika 8 moški 52 S 29,8 
18 12-2608 Klinika 17 moški 51 S 31,6 
19 12-2643 * Klinika 2 moški 51 BAL 23,99 
20 12-2789 * Klinika 14 ženski 0 AT 30,9 
21 12-2875 * Klinika 1 ženski 19 BAL 27,9 
22 12-3230 Klinika 2 moški 42 BAL 20,9 
23 12-3762 Klinika 5 moški 73 BA 30,2 
24 12-3763 Klinika 5 moški 73 BA 29,9 
25 12-3800 Klinika 15 moški 30 BA 23,5 
26 12-3802 * Klinika 15 moški 30 AT 24,3 
27 12-3876 * Klinika 2 ženski 58 S 26,9 
28 13-178 * Klinika 1 ženski 59 BAL 22,5 
29 13-1253 Klinika 8 moški 51 S 27,9 
30 13-1390 * Klinika 10 ženski 66 S 22,9 
31 13-1580 * Klinika 2 ženski 34 S 25,7 
32 13-1590 Klinika 2 moški 33 S 29,4 
33 13-1849 Klinika 3 moški 0 BAL 25,7 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje Priloge A: Seznam 73 vzorcev 53 bolnikov z njihovimi podatki o spolu in starosti, z označbo 
klinike, kjer so bili bolniki sprejeti, ter z vrednostmi Ct, dobljenimi s PCR v realnem času.  
Zaporedna 
št. vzorca 
Protokolna 
št. vzorca 
Označba klinike Spol Starost 
Tip 
vzorca 
Ct (real time 
PCR) 
34 13-1859 Klinika 6 moški 77 AT 31,2 
35 13-1952 * Klinika 4 moški 64 BAL 28,5 
36 13-2008 * Klinika 1 ženski 51 BAL 26,3 
37 13-2025 * Klinika 4 moški 67 IS 23,4 
38 13-2225 * Klinika 1 moški 70 BAL 28,9 
39 13-2663 Klinika 2 moški 52 S 26,6 
40 13-2718 Klinika 1 moški 52 BAL 29,4 
41 13-2726 Klinika 2 moški 52 S 31,5 
42 13-2735 * Klinika 9 ženski 76 BAL 24,9 
43 13-2920 * Klinika 4 moški 59 S 22,1 
44 13-3666 Klinika 10 moški 63 S 30,9 
45 13-3714 * Klinika 11 moški 31 IB 24,8 
46 13-3715 Klinika 11 moški 31 IB 21,7 
47 13-3721 Klinika 17 moški 31 S 26,2 
48 13-3722 * Klinika 1 moški 28 S 27,9 
49 14-31 Klinika 19 moški 31 AT 28,3 
50 14-38 Klinika 19 moški 31 AT 27,2 
51 14-59 Klinika 19 moški 31 AT 25,9 
52 14-122 Klinika 16 moški 62 BAL 31,9 
53 14-184 * Klinika 1 moški 63 BAL 23,9 
54 14-882 Klinika 19 moški 61 IB 30,6 
55 14-1024 * Klinika 16 moški 59 S 24,9 
56 14-1256 Klinika 5 moški 75 IS 22,4 
57 14-1264 * Klinika 2 moški 31 AT 28,8 
58 14-1792 * Klinika 1 moški 67 AT 25,5 
59 14-1800 Klinika 7 moški 51 S 24,9 
60 14-1801 Klinika 1 moški 67 BAL 26,1 
61 14-2084 Klinika 20 moški 51 S 27,9 
62 14-2170 * Klinika 6 moški 51 AT 29,9 
63 14-2577 * Klinika 3 ženski 6 BAL 21,9 
64 14-2675 Klinika 14 ženski 6 AT 27,2 
65 14-2683 Klinika 2 moški 53 S 27,2 
66 14-2725 Klinika 11 moški 61 IS 25,9 
67 14-2790 * Klinika 6 moški 62 S 27,5 
68 14-2895 Klinika 1 moški 61 BAL 29,6 
Se nadaljuje ... 
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Nadaljevanje Priloge A: Seznam 73 vzorcev 53 bolnikov z njihovimi podatki o spolu in starosti, z označbo 
klinike, kjer so bili bolniki sprejeti, ter z vrednostmi Ct, dobljenimi s PCR v realnem času.  
Zaporedna 
št. vzorca 
Protokolna 
št. vzorca 
Označba klinike Spol Starost 
Tip 
vzorca 
Ct (real time 
PCR) 
69 14-2896 Klinika 1 moški 61 BAL 30,9 
70 14-3019 * Klinika 6 ženski 57 AT 26,7 
71 14-3062 * Klinika 1 moški 57 BAL 20,9 
72 14-3902 Klinika 11 moški 31 S 31,9 
73 14-3911 * Klinika 16 moški 67 S 27,6 
* vzorci, uporabljeni za filogenetsko analizo P. jirovecii 
Legenda:  
   
AT –aspirat traheje      
BA – aspirat bronha      
BAL – bronhoalveolarni izpirek    
IS – induciran sputum   
S – sputum       
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Priloga B: Grafični prikaz razporeditve 53 bolnikov, vključenih v raziskavo, glede na spol. 
 
 
  
23 % 
(12/53)
77 %
(41/53)
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Robič E. Genotipizacija glive Pneumocystis jirovecii izolirane iz kužnin bolnikov s pnevmocistozo.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
Priloga C: Grafični prikaz 53 bolnikov, vključenih v raziskavo, glede na starostne skupine. 
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Priloga D: Alelni polimorfizmi na lokusih za DHPS, β-tubulin, mt26S rRNA, CYB in SOD Pneumocystis jirovecii bolnikov s PCP. Referenčna zaporedja so pridobljena iz 
genske banke GenBank (NCBI). S piko so označeni nukleotidi, ki se ujemajo z referenčnim zaporedjem. Z WT (angl. Wild Type) so označena zaporedja gena za DHPS, ki so 
identična referenčnemu zaporedju. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DHPS β-tubulin mt26S rRNA CYB SOD
Izolat Referenčno zaporedje Ref. zaporedje 857 861 871 876 Izolat Ref. zaporedje 8 48 211 236 Ref. zaporedje 280 517 833 834 839 Ref. zaporedje 106 110 138 141 143 168 179 215 222
Zaporedna 
številka AY628435 AF170964 T T A T M58605 C G G G AF320344 C C G G C AF146753 A Y A A A T W Y A
1 12-1436 WT . . G . T . T . . . T T . . C . . . . T T .
2 12-1951 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
3 12-2353 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
4 12-2415 WT C . G . T . T . . . T T T . C . . . A T T .
5 12-3802 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
6 12-3876 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
7 13-1390 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
8 13-1952 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
9 13-2008 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
10 13-2025 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
11 13-2225 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
12 13-2735 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
13 13-2920 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
14 13-3714 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
15 13-3722 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
16 14-1792 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
17 14-184 WT . . G . T . T . . . T T T . C . . . . T T .
18 12-1019 WT . . G . T . T . T . T T . . C . . . . T T .
19 13-178 WT . . G . T A T . T T . . . . C . . . . T T .
20 12-2875 WT C C G C T A . . . . T T . . C . . . . T T .
21 12-2643 WT C C G C T . T . . . T T T . C . . . . T T .
22 14-2170 WT . . G . T A . . . . T T . . C . . . . T T .
23 14-3062 WT . . G . T A . . . . T T . . C . . . . T T .
24 14-3019 WT . . . . T . T . . . T T . . C . . . . T T .
25 14-2577 WT . . . . T . T . . . T T . . C . . . . T T .
26 13-1580 WT . . . . T . T . . . T T T . T . . . . T C .
27 12-1609 WT . . G C T A . . . . T T . . T . . . . T C .
28 14-2790 WT . . G . T A . . . . T T . . T . . . . T C .
29 14-3911 WT . . . . T . T . T T T T . . C . . . . T T .
30 14-1024 WT . . . . T . T . T T T T . . C . . . . T T .
31 14-1264 WT . . G . T . . . . . T T . C T T G C . T C C
32 12-2789 WT . . . . T . T . . . T T . . C . . . . T T .
Položaj nukleotida Položaj nukleotida Položaj nukleotida Položaj nukleotida
